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 I. ABREVIATURAS 
 
AB:      Anticuerpo 
Ac:      Anticuerpo 
AC:      Adenilato ciclasa 
ACS:      AcetilcoA sintasa 
ADD1/SREBP-1:  Factor 1 de diferenciación y determinación 
del adipocito/proteína de unión al elemento 
regulador por esteroles-1 
ADP:      Adenosín difosfato  
AGL:      Ácidos grasos libres 
AGS:      Ácido graso sintasa 
AMPc:     Adenosín monofosfato cíclico 
AMPK:     Proteína quinasa dependiente de AMP 
aP2:  Proteína de unión a ácidos grasos del 
adipocito 
APS:      Persulfato amónico 
ATP:      Adenosín trifosfato 
C/EBP:  Proteína de unión al amplificador CCAAT 
CCAAT:     Caja de unión para C/EBP 
CDK:      Quinasa dependiente de ciclina 
cDNA:     ADN complementario 
CHO:  Línea celular de ovario de hámster chino 
Co-A:      Coenzima A 
CREB:  Proteína de unión al elemento de 
respuesta a AMPc 
DGAT:     Diglicérido aciltransferasa 
DMSO:     Dimetilsulfóxido 
DTT:      Ditiotreitol 
  
DXM:      Dexametasona 
EDTA:     Ácido etilendiaminotetraacético 
EGF:      Factor de crecimiento epidérmico 
ERK:      Quinasa regulada extracelularmente 
FATP:                       Proteína transportadora de ácidos grasos 
G1P:      Glucosa 1 fosfato 
GAP:      Proteína activadora gATPasa 
GDP:      Guanosín difosfato 
GPCR:     Receptor acoplado a proteína G 
GSK-3:     Glucógeno sintasa quinasa 3 
hnRNP:    Ribonucleoproteína nuclear heterogénea 
HSL:      Lipasa sensible a hormonas 
IBMX:     Isobutil-metil-xantino 
Ig:      Inmunoglobulina  
IGF1:  Factor de crecimiento similar a la insulina-1 
IL:      Interleuquina (1, 2, 3…) 
IMC:      Índice de masa corporal 
IRE:      Elemento de respuesta a insulina 
IRS1/2:     Sustrato receptor de insulina ½ 
JAK:      Familia de tirosín-quinasas Janus 
LPL:      Lipoproteinlipasa 
MAPK:  Familia de proteínas quinasas activadas 
por mitógenos 
MCP-1:     Proteína-1 quimioatrayente de monocitos 
MEK 1-2:     Quinasa estimuladora de MAPK 
Mtor:      Diana de rapamicina en mamíferos 
NADPH:     Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
NLS:      Señal de localización nuclear 
Ob:     Gen de la leptina 
 Ob/ob:  Ratones homocigotos para el gen de la 
leptina alterado 
ObR:      Receptor de leptina  
PBS:      Tampón salino fosfato 
PEPCK:     Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 
PI3K:      Fosfatidilinositol 3-quinasa 
PKB:      Proteína quinasa B. También denominada AKT 
PKC:      Proteína quinasa C 
PKG:     Proteína quinasa G 
PPARγ:     Receptor activador de peroxisomas-γ 
PRMT1:     Proteína arginina metiltransferasa 
RBP4:      Proteína de unión a retinol 4 
Sam68:     Proteína asociada a Src en mitosis 
SDS:      Dodecilsulfato sódico 
SFB:      Suero fetal bovino 
STAR:  Transductor de señales y activador del 
metabolismo de ARN 
STAT:  Transductores de la señal y activadores 
de la transcripción 
SUMO:     Péptidos similares a la ubiquitina 
TEMED:     Tetrametiletilenediamina 
TGF-β:     Factor de crecimiento transformante β 
TNF-α:     Factor de Necrosis Tumoral α 
TZD:      Thiazolidinedionas 
UCP:      Proteína desacopladora  
VEGF:     Factor de crecimiento del endotelio vascular 
VLDL:     Lipoproteína de muy baja densidad 
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  Sam68, sustrato de Src en mitosis, es una proteína STAR 
(transductor de señales y activador del metabolismo de ARN) que está 
involucrada en diversos y muy importantes procesos biológicos tales 
como la regulación de la expresión génica, corte-empalme alternativo, 
señalización, ciclo celular, exportación de ARN, traducción de proteínas, 
etc... Debido a esta gran variedad de funciones diferentes es fácil pensar 
en la importancia de conocer cada uno de los mecanismos biológicos 
donde se ha encontrado su participación. Nuestro grupo ha trabajado en el 
papel de Sam68 en la señalización del receptor de insulina y leptina. La 
insulina es uno de los factores necesarios para la diferenciación del 
adipocito, y la leptina es una adipocina producida fundamentalmente por 
el adipocito. Por tanto pensamos que Sam68 podría tener algún papel en 





    La obesidad se ha convertido en uno de los principales problemas 
de salud pública de los países desarrollados. Su incidencia ha ido 
aumentando en los últimos años y en estos momentos se encuentra en 
plena expansión. Según el Ministerio de Sanidad aproximadamente el 
16% de la población española es obesa. El problema se agrava con la gran 
variedad de enfermedades que trae asociada la obesidad (Figura 1) como 
un mayor riesgo de padecer cáncer de mama y de colon, resistencia a la 
insulina y sobre todo diabetes tipo 2 y enfermedad cardiovascular, que 













La obesidad se caracteriza por un incremento en la masa de tejido adiposo 
que es el resultado de un aumento en el tamaño de las células ya 
existentes (hipertrofia) y de un incremento en el número de adipocitos 
(hiperplasia). Dicho aumento de células es controlado, en parte, por la 
diferenciación de los precursores celulares, que van desde células madre 
específicas de tejido hasta preadipocitos. Por ello la regulación de la 
diferenciación, desde el estado de preadipocito a adipocito maduro, es un 
proceso de gran importancia. De esta forma el adipocito adquiere su 
fenotipo por cambios en la expresión de un variado número de genes que 
van a guiar todos estos cambios, tanto morfológicos como metabólicos, 
para un correcto desarrollo del tejido adiposo. 
 
 Por otro lado la obesidad se caracteriza también por ser un estado 
crónico de inflamación de bajo grado [1,2] dado que se produce un 
aumento en los niveles circulantes de varios marcadores de inflamación 
entre los que se encuentran la IL-6, TNF-α, IL-10, IL-18, TGF-β y la 
proteína C reactiva [3,4] que son adipocinas producidas por el adipocito. 
Además, la proliferación y activación de macrófagos en este tejido se ha 
relacionado con dichos estados inflamatorios que se asocian con la 
obesidad como patología. Por esto se piensa que la producción de estas 
adipocinas inflamatorias puede ser la causa del desarrollo de 
enfermedades asociadas a la obesidad como la diabetes tipo 2, la 





Figura 1: Complicaciones de la obesidad 



















 Sin embargo otras adipocinas, como la adiponectina, son 
encontradas con niveles disminuidos en la obesidad y tiene una actividad 
anti-inflamatoria, además de modular favorablemente la sensibilidad a la 
insulina. En el caso de la proteína C reactiva y de la IL-18 se ha visto una 
caída de sus niveles cuando se produce una reducción de peso [7,8]. Estos 
antecedentes irían a favor de la hipótesis que consideraría posible que con 
la modificación de la capacidad de expresión de algunas de estas 
adipocinas se podría conseguir un tipo más beneficioso de adipocito. Por 
lo tanto, una buena terapia para luchar contra la obesidad podría pasar por 
la idea de que el propio adipocito pueda ser beneficioso para luchar contra 
su fenotipo alterado, haciendo simplemente que los preadipocitos 
presentes en el tejido adiposo se diferencien a adipocitos con un balance 
metabólico favorable. En esta línea, existe un trabajo [9] que describe la 
capacidad adipogénica de la miostatina un miembro de la familia TGF-β y 
que es un factor inhibidor de diferenciación y crecimiento del músculo 
[10]. En este trabajo se observa que los adipocitos inducidos por la 
miostatina (añadido en la mezcla de diferenciación) son más pequeños y 
expresan marcadores de adipocitos inmaduros. En ratones, estos efectos 
producen una elevación sistémica de la sensibilidad a la insulina y 
resistencia a la ganancia de peso inducida por la dieta.  
 
 Por todo esto consideramos que un mayor conocimiento del tejido 
adiposo, y más concretamente de la diferenciación adipogénica, podría 
abrir el camino a nuevas terapias que permitan un mayor control de la 
obesidad. 
Figura 2: Esquema de alteraciones asociadas a la obesidad 





2. TEJIDO ADIPOSO BLANCO 
 
 
2.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES 
 
El tejido adiposo es un órgano, principalmente de reserva 
energética, que cumple también otras funciones como órgano endocrino y 
que contribuye a la salud y a la estética de las personas. La relación entre 
sobrepeso-obesidad y el desarrollo de algunas enfermedades no 
transmisibles es una evidencia científica. Sin embargo es común asociar 
al tejido adiposo solo como un reservorio energético. Ahora sabemos que 
las células que mayoritariamente forman este tejido, los adipocitos, tienen 
una gran variedad de funciones relacionadas con la homeostasis corporal. 
 
Existen dos tipos principales de tejido adiposo: el pardo y el 
blanco. El primero aparece en humanos durante el desarrollo fetal, pero 
disminuye a partir del nacimiento y durante la primera década de vida. En 
los adultos se conserva tejido adiposo pardo, en pequeños cúmulos, 
dentro del tejido adiposo blanco [11]. A diferencia del tejido adiposo 
blanco, presentan un citoplasma granuloso y multilocular (Figura 3) con 
múltiples gotas de triglicéridos de diferente tamaño, un mayor número de 
mitocondrias y realiza lo que se conoce como termogénesis adaptativa o 
facultativa, que es la capacidad que tiene el organismo para responder al 
frío.  
 
El segundo, el tejido adiposo blanco, es el tipo predominante en 
todas las especies adultas y el cuál se ha estudiado en este trabajo. La 
naturaleza del tejido adiposo blanco in vivo y su complejidad dificulta su 
estudio, por lo que se han creado líneas celulares que han ayudado a una 
mayor comprensión de los diversos mecanismos celulares y moleculares 
que tienen lugar durante la transición de preadipocitos indiferenciados, 
tipo fibroblastos, hasta células redondeadas maduras [12], siendo la 
secuencia de eventos transcripcionales de la diferenciación la mejor 
identificada [13]. 
 
El modelo mejor estudiado para estudiar la diferenciación del 
adipocito es el de la línea celular 3T3-L1, desarrollado por Green y 
colaboradores en los años 70. Estas células murinas se comportan 
proliferativa y morfológicamente como fibroblastos. Cuando confluyen y 






se les trata con un cóctel de agentes proadipogénicos, llevan a cabo una 
diferenciación en el transcurso de una semana aproximadamente. Este 
modelo in vitro parece bastante fiel con respecto a su homónimo in vivo, 
en tanto que las células acumulan lípidos, expresan virtualmente todos los 
marcadores de adipocitos maduros y se vuelven sensibles a la insulina. Su 
disponibilidad y su homogeneidad (en contraste con el tejido adiposo in 
vivo que contiene un gran número de células no adiposas) contribuyen a 
su utilidad. Sin embargo sabemos que para asentar el conocimiento de los 
resultados obtenidos con esta línea son necesarios estudios in vivo o en 
otras líneas preadipogéncias con diferentes características tales como la 
NIH-3T3, 3T3-F442A o la C3H10T1/2. 
 
 














El tejido adiposo blanco es considerado un órgano difuso con una 
gran actividad metabólica, siendo una importante reserva energética [14] 
y comprende entre el 15-25% (variando según género) del peso corporal 
de una persona adulta no obesa. Histológicamente está formado por un 
60-70% de adipocitos y el resto por células sanguíneas, endoteliales, 
macrófagos y precursores de adipocitos de diferente grado, ya sean 
fibroblastos como precursores primarios o preadipocitos como células 
como células predispuestas a transformarse en adipocitos[11].  
 
Tiene estructura unilocular y es principalmente de color amarillo. 
Los adipocitos de este tipo de tejido tienen una gota central de 
triglicéridos que puede ocupar el 90% del volumen celular quedando un 
citoplasma muy reducido (Figura 3). El núcleo ovalado también se 
desplaza a la zona periférica y no suele presentar nucleolo visible. Este 
tipo de adipocitos tienen pocas mitocondrias, un retículo endoplásmico 
liso y rugoso de baja densidad y un complejo de Golgi pequeño.  
 
También sabemos que es un tejido altamente vascularizado, hasta 
el punto de que cada adipocito está conectado con un capilar, lo que 
provoca una entrada y salida rápida de metabolitos y de diferentes 




2.3 TIPOS DE TEJIDO ADIPOSO BLANCO 
 
Existen 2 subtipos de tejido adiposo blanco según cómo y dónde 
se encuentra distribuido:  
 
 
- Tejido adiposo subcutáneo o grasa subcutánea: 
 
  Es el que comprende un mayor volumen, hasta el 80% del total de 
grasa acumulada. Su metabolismo es más lento que en el otro subtipo y su 
función principal es de aislante térmico y amortiguación mecánica. 
 
  





- Tejido visceral o intraperitoneal: 
 
Se ubica en las regiones profundas de la cavidad abdominal 
rodeando a las vísceras. Corresponde al 5-10% del total de grasa 
acumulada. Respecto al metabolismo es mucho más activo, generalmente, 
con un índice de lipogénesis-lipolisis alto. Desde un punto de vista 
funcional su localización permite que los metabolitos sean recogidos por 
la vena Porta y de esta forma los ácidos grasos libres sintetizados son 
transportados directamente al hígado constituyendo un aporte energético 
al metabolismo general.  
 
Por otro lado, habría que tener en cuenta que un exceso de ácidos 
grasos en el hígado puede provocar hiperinsulinemia, dislipidemia e 
hiperglicemia. Además su asociación con patologías como diabetes tipo 

































Al ser un tipo muy especializado de tejido, almacenando lípidos, 
el tejido adiposo blanco tiene un rol muy importante en el metabolismo 
energético. Es capaz de regular la movilización de grasas almacenadas en 
los adipocitos para cualquier necesidad energética del individuo, tanto de 
una forma anabólica como catabólica. Además es conocido desde hace 
años una importantísima función secretora que convierten al tejido 
adiposo en un potente órgano endocrino, capaz de actuar aparte de la 
homeostasis energética, en inmunología, reproducción, hemostasia y 
angiogénesis [16]. Además de estas funciones, ya bien conocidas (Figura 
5), actualmente se siguen encontrando otras nuevas relacionadas con 
muchas de las adipocinas secretadas por el tejido adiposo y que actúan a 
diferentes niveles en el organismo.  
 
   
Figura 5. Funciones del tejido adiposo. El tejido adiposo secreta una gran variedad de moléculas bioactivas 














- Función metabólica 
 
El tejido adiposo es solo uno de los muchos sistemas encargados 
de la homeostasis energética del organismo. Cada órgano o tejido 
involucrado en él desempeña una función específica donde se desarrollan 
las actividades metabólicas necesarias para dicho fin (Figura 6). Entre 
ellos se encuentra el hipotálamo, que ejerce el papel de centro regulador 
del gasto energético y de la ingesta; el páncreas, en su rol de órgano 
endocrino vital en el metabolismo de azúcares, lípidos y proteínas; el 
hígado, como el órgano metabólico principal del organismo y el músculo 
esquelético, que será el principal tejido donde se usará la energía.  
 
Con respecto al tejido adiposo se sabe que juega también un papel 
fundamental en el control de la homeostasis energética, más 
concretamente en el almacenamiento de la energía, como hemos 
comentado anteriormente. Así que, por todo lo dicho, se necesita la 
existencia de una red hormonal altamente especializada que asegure una 
comunicación eficiente y rápida entre todos estos órganos para controlar 
la ingesta, el procesamiento de los nutrientes y la distribución de la 

















         Figura 6: Homeostasis energética (Adaptado de Sanchez-Lasheras et al, 2010) 





 Para hacer posible todo esto el tejido adiposo regula la liberación o 
captación de energía a través de diversos sistemas metabólicos que 
comentamos a continuación: 
 
- Metabolismo lipídico 
 
 Para introducir este tema se muestra la gráfica 7, donde se puede 
observar, desde un punto de vista fisiológico, cómo se transforman las 
grasas en ácidos grasos libres y cómo son transportadas hasta llegar al 
tejido adiposo, esquelético o hepático, principalmente. Se puede observar 
cómo las grasas son hidrolizadas en el intestino delgado debido a la 
actuación de la lipasa pancreática; luego los ácidos grasos se absorben a 
través del retículo endoplásmico del epitelio intestinal para formar de 
nuevo triglicéridos que ahora son rodeados por unas proteínas específicas 
creando los quilomicrones. Estos salen por la membrana basolateral de las 
células epiteliales con dirección a los vasos quilíferos donde serán 
transportados por la linfa hacia la sangre. Los quilomicrones son 
utilizados por todos los tejidos, por activación de la LPL endotelial 
gracias a la apo-CII, así se van descargando de triglicéridos hasta que los 
restos (remanentes de quilomicrones) son metabolizados en el hígado con 
la lipasa hepática gracias al receptor de Apo-E. Los ácidos grasos y 
colesterol sintetizados en el hígado son empaquetados en las VLDL y 
secretadas a la sangre. Una vez en lo capilares del tejido adiposo, tanto los 
quilomicrones como las VLDL son expuestos a la LPL endotelial, que 
provoca la descomposición en ácidos grasos y glicerol que son 
transportados hacia el interior del adipocito. A continuación se produce de 
nuevo la formación de triglicéridos en el citoplasma celular y pasan a 





























Figura 7: Transporte de lípidos en el metabolismo lipídico. 
 
Como se ha demostrado el adipocito es capaz tanto de usar la 
energía conservada en la gota lipídica (lipolisis) como, por el contrario, 
continuar aumentando la cantidad de triglicéridos intracelular 





Es el proceso por el cual los triglicéridos acumulados en el tejido 
adiposo son hidrolizados a ácidos grasos y glicerol. Este proceso está 
mediado por una enzima muy sensible a los cambios hormonales (LSH: 
lipasa sensible a hormonas). Dicha enzima es regulada de forma compleja 
por diferentes vías (Figura 8):  
 
La primera de ellas es a través de las catecolaminas, que 
transmiten la señal a través de receptores acoplados a proteína G, tales 
como los receptores β-adrenérgicos actuando a nivel intracelular 
aumentando los niveles de AMPc por estimulación de la adenilato ciclasa 
(AC) que activa la proteína PKA la cual provoca la activación de la 
enzima HSL. 
 
La segunda forma conocida de control se realiza también mediante 
una variación de los niveles de AMPc intracelular, pero a través de la vía 
de la insulina. Esta, tanto en hígado, músculo como en tejido adiposo, 
inicia una compleja red de señalización mediada por su receptor 
ADIPOCITOS ADIPOCITOS 





provocando una cascada de señalización que afecta a la actividad de la 
fosfodiesterasa 3B (PDE-3B) promoviendo un descenso en los niveles de 
AMPc. 
 
Por todo lo visto podemos decir que un aumento en los niveles de 
AMPc implica un aumento de la lipolisis y viceversa. 
 
Otra forma de control es la que se realiza a través de los péptidos 
natriuréticos, implicados en la regulación de la presión arterial y volumen 
sanguíneo. Recientemente se ha descubierto que también podrían tener 
una función en el metabolismo lipídico, actuando sobre la lipolisis [18]. 
En este caso la forma de actuación sobre la proceso es mediante el 
aumento de los niveles de GMPc intracelular, que conlleva una activación 
de la proteína quinasa G (PKG). 
 Existen otras formas de control mediante hormonas hipofisarias.  
Los adipocitos presentan receptores específicos para las hormonas 
secretadas por la hipófisis, excepto las gonadotropinas [19]. Hasta la 
fecha se conocen varias hormonas hipofisarias que presentan una función 
en la regulación de la lipolisis como la prolactina, que actúa como 
hormona antilipogénica reduciendo el transporte de glucosa [20]. O cómo 
la TSH (hormona estimulante del tiroides) también estimula la lipolisis al 
aumentar la concentración de AMPc intracelular [21]. También se conoce 
cómo la GH u hormona del crecimiento ejerce un efecto antilipogénico 
antagonista a la insulina y cómo la ACTH actúa sobre el tejido adiposo 
incrementando la lipolisis vía PKA [22]. 
 
 Otros reguladores del metabolismo del adipocito conocidos son la 
adenosina, la angiotensina, las prostaglandinas, IL-6, TGF-β, TNF-α, 





Es la síntesis de ácidos grasos esterificados para formar 
triglicéridos. En humanos y ratones se realiza principalmente en el hígado 
siendo el tejido adiposo blanco partícipe en menor grado y aunque la 
lipogénesis en el hígado es más activa que en adipocito, ambos producen 
la misma cantidad diaria, debido al volumen o extensión del tejido 
adiposo.  





La mayor fuente de triglicéridos que acumula el adipocito 
proviene de quilomicrones y VLDL circulantes del torrente sanguíneo. 
Estos triglicéridos unidos a proteínas serán hidrolizados por una enzima, 
LPL, dando lugar a ácidos grasos que serán introducidos en el adipocito a 
través de procesos de transporte activo. Una vez en el interior se 
reesterifican de nuevo y se depositan en el interior de la gran gota lipídica. 
 
También existe la posibilidad de sintetizar triglicéridos utilizando 
otro precursor: la glucosa. A este proceso se le conoce como “Lipogénesis 
de novo”: 
 En primer lugar la glucosa en exceso es metabolizada en la 
glucolisis hasta acetil-CoA por la Ac-CoA carboxilasa, y luego al 
formarse el malonil-CoA actúa la ácido graso sintasa para formar 
palmitato y consecuentemente se crean ácidos grasos que pasan a formar 
parte de los triglicéridos de la gota lipídica. 






















Figura 8. Principales reguladores del metabolismo lipídico en adipocitos. Catecolaminas y péptidos 
natriuréticos regulan el proceso de lipólisis aumentando los niveles intracelulares de AMPc y GMPc, 
respectivamente, activando a lipasas que hidrolizan los triglicéridos acumulados en el interior de las gotas 
lipídicas. La insulina inhibe el proceso anterior disminuyendo los niveles de AMPc, a la vez que aumenta la 
actividad lipogénica celular. PI3K: Fosfatidil inositol 3-quinasa; PKB: Proteína quinasa B; PDE3B: 
Fosfodiesterasa 3B; PKA: Proteína quinasa A; PKG: Proteína quinasa G; MGL: Lipasa de monoglicéridos; 
HSL: Lipasa sensible a hormonas; ATGL: Lipasa de triglicéridos adipocitaria; TG: Triglicéridos; RE: Retículo 
endoplasmático (Modificado a partir de Langin, 2010). 





- Metabolismo glucídico 
 
 El metabolismo lipídico está estrechamente relacionado con el 
glucídico, desde que Randle y colaboradores en 1963 propusieron el 
concepto del “ciclo glucosa-ácidos grasos”, donde se proponía que un 
incremento en la disponibilidad de los ácidos grasos plasmáticos provoca 
una disminución del uso de glucosa en músculo y una acumulación de 
triglicéridos. 
 
El metabolismo glucídico también está íntimamente relacionado 
con la insulina, que activa el transporte de glucosa hacia el interior de la 
célula y la síntesis de glucógeno en aquellos tejidos sensibles a su acción, 
como por ejemplo el hígado. Aquí la glucosa se almacena en forma de 
glucógeno, sin embargo en condiciones de exceso, esta entra en la ruta de 
la glucolisis formando los precursores de la lipogénesis “de novo”, antes 
mencionada, y aumentando la concentración de lípidos, que pueden ser 
almacenados en forma de triglicéridos o exportados en forma de VLDL 
donde pueden ser absorbidos por el tejido adiposo. 
 
 Sin embargo tanto en tejido adiposo como en el musculo 
esquelético el papel de la glucosa es mucho menos importante, 




  Como hemos comentado en los últimos tiempos el tejido adiposo 
blanco se ha considerado como un órgano endocrino por su capacidad 
para secretar hormonas y citoquinas. Así pues el tejido adiposo es también 
reconocido como un participante fundamental en el control del 
metabolismo. Estas moléculas secretadas por el adipocito actúan a través 
de mecanismos autocrinos, paracrinos y endocrinos; además el número de 
adipocinas se ha incrementado rápidamente en los últimos tiempos: 
leptina, adiponectina, resistina, serpina, lipocalina-2, Pai-1, RBP4, Zn α2 
glicoproteína, vaspina, visfatina, omentina, apelina y chimerina y también 
TNF- α, IL-6 y MCP-1, entre otras… que ejercen funciones que van 
desde la respuesta inflamatoria a la migración celular. También se sabe 





que la actividad metabólica del tejido adiposo para producir estas 
proteínas varía según la localización corporal del depósito adiposo.  
El interés que ha despertado esta nueva faceta endocrina del tejido 
adiposo ha llevado a la comunidad científica a intentar identificar y 
estudiar el papel que tiene cada proteína secretada por este tejido en 



















        La leptina es la proteína del gen ob. Se demostró que su ausencia es 
la responsable del fenotipo obeso, de la diabetes y de la resistencia a la 
insulina en ratones [23]. El gen ob codifica una proteína de 16 kDa de 
peso que tiene una estructura en forma helicoidal que se asemeja bastante 
al de otras citoquinas. Aunque el principal tejido que expresa leptina es el 
tejido adiposo, también se detectan bajos niveles en epitelio gástrico y 
mamario, en cerebro y en músculo esquelético [24]. También se ha 
descubierto que la placenta es un productor tan bueno o mejor que el 
tejido adiposo. Por eso las mujeres embarazadas tienen valores más altos 
de leptina en sangre, comparado con las mujeres no embarazadas, aunque 
estén delgadas, y la leptinemia cae inmediatamente después del parto 
[25]. 
Figura 9: Tejido adiposo como órgano endocrino 





Una vez secretada puede circular libre o unida a proteínas siendo el riñón 
el encargado de eliminarla. 
 
 Un efecto por el que se caracteriza la leptina es por su capacidad 
como reguladora del balance energético a través de la regulación del gasto 
de energía. En humanos los niveles de leptina dependen del estado 
energético del organismo y de la cantidad de energía almacenada, así la 
mayoría de individuos obesos tienen niveles elevados de leptina 
circulante y muestran resistencia a la leptina, siendo los niveles en 
individuos delgados bastante más bajos.  
 
 Existen otras muchas funciones de la leptina descritas hasta la 
fecha, que van desde la angiogénesis [26], la hematopoyesis [27] y la 
función inmune [28];[29-31], hasta funciones muy importantes en 





 Péptido secretado por el adipocito de 12.5 kDa, rico en residuos 
serina y cisteína. La resistina es una adipocina secretada especialmente 
durante la adipogénesis como se ha podido ver en adipocitos de ratón 
[33]. 
 La resistina, en ratones, induce intolerancia a la glucosa y 
resistencia a la insulina, probablemente a través de un aumento de los 
niveles de enzimas gluconeogénicas en el hígado. Se expresa en los dos 
tipos de tejido adiposo y en las glándulas mamarias. Sabemos que la 
resistina actúa a niveles del músculo esquelético y tejido adiposo, pero su 
papel y los mecanismos moleculares de su acción no se conocen bien. Los 
niveles de expresión de resistina dependen del tamaño de los depósitos de 
grasa, sexo, etc… ya que la mayor expresión de resistina se encuentra en 
la grasa perigonadal de ratones hembras. Por esto podemos decir que la 
resistina produce unos efectos antagónicos a la insulina en el metabolismo 
de la glucosa, además induce la diferenciación del adipocito y la 
expresión de genes que incrementan la captación de ácidos grasos, lo que 
explica su posible papel en la diabetes cuando se asocia a la resistencia a 
la insulina [34,35]. Esto parece claro en ratones, pero no se ha podido 
confirmar en humanos, donde la resistina se expresa sobre todo en 
monocitos y linfocitos. 







 Es una adipocina que aumenta la sensibilidad a la insulina, 
decreciendo el flujo de ácidos grasos no esterificados incrementando su 
oxidación en hígado y músculo acompañado por un incremento en la 
expresión de genes implicados en el transporte y utilización de ácidos 
grasos [36]. Tiene un tamaño de 30 kDa. Se encuentra en plasma 
formando trímeros, hexámeros, etc… [37] e incrementa la expresión de 
PPAR-Ɣ en tejido adiposo. También sabemos que la adiponectina induce 
la fosforilación de AMPK y su activación en músculo e hígado [37], 
provocando un aumento en el catabolismo de lípidos, disminuyendo las 
reservas de triglicéridos y el riesgo de desarrollo de resistencia a la 
insulina. Se sabe que está implicada en la fosforilación del sustrato de 
receptor de insulina (IRS) y también aminora relativamente los efectos de 
TNF-α, inhibiendo la expresión de moléculas de adhesión en células 
endoteliales vasculares provocando una disminución del riesgo 
aterogénico. Su acción viene mediada por varios tipos de receptores que 
suelen asociarse a efectos “beneficiosos” en las células diana donde los 




- Factor de necrosis tumoral (TNFα) 
 
 Es una citoquina que ejerce una gran variedad de funciones. 
Implicada en anormalidades metabólica y fisiológicas en estados de 
caquexia, se sobreexpresa en tejido adiposo y muscular en individuos 
obesos y en modelos de obesidad en roedores. Esta adipocina se asocia 
con un carácter negativo para la salud en algunas enfermedades. 
 
 
- Otras adipocinas de interés: 
 
 
·Apelina: Involucrada en funciones cardiovasculares y homeostasis de 
fluidos ya que incrementa la contractibilidad cardíaca y 
disminuye la presión sanguínea. Así, como la adiponectina, la 
apelina es una adipocina con una influencia favorable sobre el 
metabolismo. 





·Visfatina: Participa en la homeostasis de la glucosa y es conocida como 
la forma extracelular de la enzima Nampt (nicotinamide 
phosphoribosyltransferase), esencial en el mecanismo de la 
producción de insulina en las células β pancreáticas; esta 
adipocina también se asocia con un carácter beneficioso en 
algunas patologías. 
 
·IL-6: Inhibe el apetito, inhibe la gluconeogénesis, incrementa la síntesis 
de novo de ácidos grasos y colesterol en hígado.  
 
·Pref-1: Inhibe la adipogénesis. La sobreexpresión afecta a la tolerancia a 
glucosa, sensibilidad a insulina e induce hipertrigliceridemia.  
 
·Omentina: Contribuye a la regulación del metabolismo lipídico y a las 
diferencias fisiológicas de tejido adiposo visceral y 
subcutáneo. Mejora la sensibilidad a insulina. Secretada por la 




Por todo lo dicho anteriormente, y puesto que las adipocinas 
participan en una gran variedad de procesos, se requiere un control 
estricto de su secreción, ya que una modificación en la concentración de 



















3. DIFERENCIACIÓN DEL ADIPOCITO 
 
 
 La diferenciación del adipocito es el resultado de la adquisición 
del fenotipo maduro de los preadipocitos; esto se debe gracias al cambio 
en la expresión de un variado número de genes, unos activando diferentes 
vías y otros inhibiéndolas. Toda esta orquesta de represiones y 
activaciones génicas se realiza gracias, entre otras cosas, a un grupo de 
factores de transcripción específicos de este proceso, siendo de los más 
estudiados aquellos que pertenecen a la familia C/EBP y a PPARƔ. 
 
 La regulación de la diferenciación del adipocito es un importante 
proceso muy complejo que controla el desarrollo del tejido adiposo. 
Durante la diferenciación, el adipocito adquiere su fenotipo por cambios 
en la expresión de un gran número de genes como la lipoproteína lipasa 
(LPL), la proteína transportadora de ácidos grasos (FATP), la proteína de 
unión a ácidos grasos (aP2), la acil-CoA sintetasa (ACS), la 
fosfoenolpiruvato carboxi-quinasa (PEPCK), la enzima málico 
deshidrogenasa o UCP2, que provoca un aumento en su expresión gracias 
al efecto principalmente de unos factores de transcripción tales como 
PPAR-Ɣ,  la familia de proteínas de unión al incrementador CCAAT [38] 
y el factor 1 de diferenciación y determinación del adipocito/proteína de 
unión al elemento regulador por esteroles-1 (ADD1/SREBP-1) [39-42].  
 
 Dos proteínas de la familia de los C/EBP (CCAAT-enhancer-
binding protein), más concretamente, δ y β son los primeros factores de 
transcripción activos que intervienen en la diferenciación. De hecho, los 
niveles máximos de expresión de dichos factores se concentran en los 
primeros días, por lo que se cree que se encargan de dirigir la 
maduración. La actividad de dichos genes se piensa que están muy 
relacionados con el control de expresión de PPAR-Ɣ (peroxisome 
proliferator-activated receptor)  y de C/EBPα, que son los factores de 
transcripción más importantes en este proceso y que, cooperando entre 
ellos, van a activar multitud de genes implicados en la diferenciación de 
los adipocitos, que van desde el metabolismo lipídico hasta la secreción 
de adipocinas; por lo que una vez que los niveles de C/EBP δ y β 
comiencen a disminuir será cuando, tanto PPAR-Ɣ como C/EBPα, tomen 
la iniciativa y el protagonismo creando y manteniendo el fenotipo 
maduro [43] (Figura 10).      





Figura 10. Progresión de la 
diferenciación de los preadipocitos 3T3-
L1. Los mayores eventos identificados 
son presentados cronológicamente. 
Adaptado de Ntambi et al. 2012. 
3.1  FASES EN LA DIFERENCIACIÓN  
 
Las fases por las que pasa un adipocito en su diferenciación son 
cuatro: detención del crecimiento, expansión clonal, cambios en la 


















Detención del crecimiento  
 
Es el primero de los pasos a seguir para una correcta 
diferenciación del adipocito y, aunque es habitual llevar las células a una 
confluencia para que exista contacto entre ellas (fase G1), este paso no es 
imprescindible. Además se ha visto en líneas celulares preadiposas y en 
cultivos de preadipocitos primarios de rata que, aunque la confluencia 
conduce a la parada del crecimiento, no se requiere el contacto entre 
células para la conversión del adipocito [44]. 
 
Después de la confluencia celular, para poder diferenciar nuestra 
línea celular 3T3-L1 se necesita un cóctel de inductores como la insulina 
a dosis altas [45] o dexametasona, así como un agente para elevar los 
niveles de AMPc intracelular, el IBMX, que es un inhibidor de la enzima 
fosfodiesterasa, que degrada dicho AMPc. Esta inducción inicia una serie 
de eventos que regulan positivamente el programa de diferenciación.  





En esta fase existen factores de transcripción, como veremos más 
adelante, que transactivan genes específicos de adipocitos: el tipo δ y β de 
la familia de proteínas C/EBP que están implicadas en la parada del 




Expansión clonal  
 
Siguiendo con la inducción de diferenciación (en fase G1) los 
preadipocitos entran en ciclo celular y llevan a cabo alrededor de dos 
rondas de división mitótica (expansión clonal); este paso, al contrario que 
el anterior, es imprescindible para el desarrollo del programa de 
diferenciación del adipocito.  
 
Para comprender mejor todo esto se muestra la Figura 11, donde 
se observa cómo a los 5 minutos de la inducción de la diferenciación 
existe una proteína llamada CREB (AMPc response element-binding 
protein) que es fosforilada provocando un aumento de la expresión de 
C/EBP β cuya capacidad de unión al ADN está inactiva, por ahora. Decir 
también que esta proteína CREB es fosforilada por la proteína quinasa A, 
que es activada por AMPc [47-49]. 
  
Continuando con lo anterior, a las 14-16 horas de la inducción, 
C/EBP β adquiere dicha capacidad de unión al ADN y las células entran en 
ciclo celular. Después, entre las 16-20 horas post-inducción, los 
marcadores de ciclo celular de la fase S entran a escena y lo hacen de una 
forma sincrónica, coincidiendo con el inicio de la replicación [50,51]. 
Ahora es cuando la proteína GSK3β fosforila a C/EBP β (Figura 11) 
coincidiendo con el límite G1/S.  
 
Por otro lado, se debe mencionar que la expresión de la histona H4 
aumenta entre 12-14 horas después de la inducción, justo antes de entrar 
en la fase S, coincidiendo con la ganancia de función de C/EBP-β. 
 
En esta última parte de esta fase (sobre las 16-24 horas después de 
la inducción) los preadipocitos entran sincrónicamente en ciclo celular 
[52,53] y llevan a cabo varias rondas de mitosis (al menos un ciclo de 





replicación del ADN y duplicación celular, etapa comúnmente llamada: 





















Cambios en la expresión de genes o cascada de factores de 
transcripción 
 
Como vemos, la detención del crecimiento y la expansión clonal 
van acompañados de complejos cambios en el patrón de expresión de 
genes, que pueden variar de un tipo de cultivo celular a otro o depender 
del protocolo de diferenciación utilizado. El siguiente paso que se observa 
es el momento donde la célula comienza a activar todos los genes 
implicados en la formación del adipocito maduro.  
 
En este momento se observa como CREB, ya comentada 
anteriormente en la activación de C/EBP-β, es activada por el aumento de 
los niveles de AMPc. Esto parece ayudar a desencadenar todos estos 
cambios de expresión génica. De hecho, todos los modelos de 
diferenciación conocidos para estas células, llevan consigo diferentes 
agentes, como lo son el IBMX y la dexametasona, que provocan esto 
mismo actuando a diferentes niveles. 
Figura 11: Programa de diferenciación del adipocito. Adaptado de Tang  et al. 2012. 
 





Estadio final de la diferenciación  
 
Por último y gracias a todos estos cambios comentados 
anteriormente el adipocito va aumentando su contenido en lípidos y se 
hace sensible a la insulina. También se produce un incremento dramático 
de los niveles de proteína y ARNm de todas aquellas enzimas implicadas 
en el metabolismo de los triglicéridos [54], así como aumenta el número 
de transportadores de glucosa [55] y de receptores de insulina. Por otra 
parte también es digno de mencionar que los receptores β1-adrenérgicos, 
asociados a promover lipolisis en adipocitos, disminuyen con la 





3.2  FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN  
 
 Aunque ya hemos comentado diversas funciones de estas 
proteínas encargadas de desencadenar la diferenciación, para una mejor 
comprensión de este trabajo, se detalla a continuación más acciones 
conocidas de cada uno de los miembros de estas familias de proteínas: 
 
Proteína de unión al incrementador CCAAT (C/EBP) 
 
 Todo comenzó con C/EBPα, que fue la primera de las isoformas 
conocidas que se clonó y se estudió en adipogénesis. Después se 
empezaron a descubrir otras isoformas implicadas, de las cuales 2 de ellas 
tienen capacidad de unión al ADN, la isoforma β y la δ. Y también existe 
otra isoforma denominada CHOP10 que posee el dominio de unión a 
ADN más pequeño y no funcional.  
 
 Se comenta a continuación cada una de estas proteínas por orden 
de aparición en el proceso:  
 
- C/EBP β y δ 
 
 No existen muchos estudios centrados exclusivamente en C/EBP 
δ, sin duda es la isoforma menos conocida de toda la familia. Así, la gran 





mayoría de artículos en adipogénesis encontrados nos muestran 
información conjunta con la forma β. 
 
 Como ya comentamos en este capítulo, C/EBP β y δ son  
isoformas que se expresan al principio de la inducción a la diferenciación 
(menos de 4 horas) [57] expresándose antes que PPARƔ y C/EBPα. Esto 
sugiere un control de la expresión de C/EBPα por parte de estas isoformas 
beta y delta [57,58]. De hecho se ha demostrado que la expresión ectópica 
de dichas isoformas en preadipocitos 3T3-L1 induce la expresión de 
C/EBPα; e incluso se propone que puedan controlar también la expresión 
de PPARƔ.  
 
 Además se conoce que ambas son capaces de promover la 
adipogénesis cuando se sobreexpresa en preadipocitos (en las líneas 
celulares 3T3-L1 o NH3-3T3) en ausencia de hormonas inductoras [59]. 
También es necesaria para la diferenciación del adipocito en cultivos 
celulares [50,51,60,61] y coordina la expresión de PPARƔ2 y C/EBPα a 
través de los elementos reguladores de las regiones próximas al promotor 
de dichos genes [50,62,63].  
 
 Con respecto a C/EBP-δ hay estudios que mostraron cómo en 
ratones KO [38] se observa poco efecto sobre la acumulación del tejido 
adiposo; aunque el doble KO (β y δ) [38] sí presenta una marcada 
disminución. Esta reducción bien podría deberse a la disminución en el 
número de células, viendo las funciones de C/EBPβ en la expansión 
clonal mitótica [60]. Por lo tanto ambos factores de transcripción parece 
que son necesarios para una correcta evolución de la diferenciación del 
adipocito, sin embargo poco se conoce de la forma δ, sobre cómo podría 
actuar, aunque parece que ejerce una función determinante en la fase de 
“expansión clonal mitótica”, activando genes cruciales para una correcta 
diferenciación [64]. 
 
 Acerca de C/EBP-β sí que existen más estudios sobre cómo actúa 
en estas primeras etapas, como hemos descrito anteriormente. Así dicha 
proteína está en su forma inactiva (sin unión a ADN) y es a partir de las 
16 horas, aproximadamente, después de la inducción del proceso, cuando 
parece activarse al mismo tiempo que se entra en la fase S de la expansión 
clonal mitótica (Figura 12).  






 Todo esto está regulado por diferentes fosforilaciones que hacen 
que se adquiera capacidad de unión al ADN. Estas fosforilaciones se 
producen de forma secuencial, primero por MAPK y mucho después por 
GSK-3β. La fosforilación en Thr188 por MAPK ocurre a las 4 horas 
desde la inducción de la diferenciación y aunque es necesaria para la 
unión al ADN de la proteína en cuestión, es insuficiente para que C/EBPβ 
adquiera una total función de unión. Ya que necesita de la fosforilación 
por GSK (a las 14 horas aprox. después de la inducción) en Thr179 o 
Ser184 para que adquiera una función completa [61] (Figura 11).   
 
 
- C/EBP α 
 
 Es el factor de transcripción que forma, junto con PPARƔ, la 
pareja con un papel crucial en la diferenciación del adipocito; de hecho 
una expresión forzada de C/EBPα o PPARƔ en los preadipocitos 3T3-L1 
induce adipogénesis en ausencia de inducción hormonal [65-67]. 
 
  C/EBPα y PPARƔ ejercen su función como activadores 
pleiotrópicos transcripcionales de una larga lista de genes 
proadipogénicos. Una vez expresado, se piensa que C/EBPα mantiene la 
expresión tanto de ella misma como de PPARƔ a través de los elementos 
reguladores C/EBP [68-71] y que dichos elementos pueden actuar a nivel 
de promotores de muchos genes, hecho que se produce a partir de las 16-
20 horas. Además cuando interviene junto a PPARƔ2 (Figura 13) se 





Figura 13: Adaptado de E.D. Rosen, Prostaglandins, Leukotrienes and Essential Fatty Acids 73, 
2005, 31-34 
activan mutuamente a nivel de sus respectivos elementos reguladores [72-
74]. 
 
 Para estudiar la importancia de estos factores de transcripción se 
generaron ratones KO para C/EBPα y se encontraron con una 
disminución en la capacidad de diferenciación adipocitaria [75] y unos 
niveles de expresión bajos de PPARƔ. Cuando se repuso PPARƔ, por 
transferencia retroviral, los fibroblastos de ratón se diferenciaban bien, 
sugiriendo que C/EBPα induce la expresión de PPARƔ. Además una 
expresión ectópica de PPARƔ en células C/EBPα KO [4] provoca una 
diferenciación normal, a niveles de acumulación lipídica y de la mayoría 
de genes expresados. También es interesante comentar de este estudio que 
dichas células no son sensibles a la insulina, una deficiencia que puede ser 
restaurada añadiendo C/EBPα. La razón de esto pude ser explicada en 
parte por una disminuida expresión del receptor de insulina y de IRS-1 en 
estas células. Además vieron que existía una localización anormal de 
Glut4. Esto mismo se estudió en la línea celular NIH-3T3 con el mismo 
resultado: consiguen la diferenciación en adipocitos con una disminuida 


























- Receptor Activado por el Proliferador de Peroxisomas Ɣ (PPAR-Ɣ)  
 
PPARƔ forman parte de una subfamilia de receptores nucleares 
para hormonas esteroideas y tiroideas tales como el ácido retinoico y la 
vitamina D. Parece actuar como un regulador fundamental en el programa 
de lipogénesis, como C/EBPα, aunque también participa en otros sistemas 
diferentes, como la adipogénesis en el hígado [76]. 
 
Existen tres isoformas de esta familia de factores de transcripción, 
α, β/δ y Ɣ que están codificados por genes distintos. El subtipo de PPAR 
mejor caracterizado ha sido el Ɣ que a su vez consta de tres isoformas 
distintas. Los transcritos vienen del mismo gen a través de splicing 
alternativos, siendo PPARƔ2 la isoforma específica del adipocito (a partir 
de ahora la nombraré solo como PPARƔ). Se conocen pocos ligandos 
para PPARƔ, como por ejemplo los thiazolidinedionas sintéticos (TZD, 
que se utilizan como drogas antidiabéticas "in vivo") o los prostanoides 
aumentando la sensibilidad frente a la insulina.  
 
Con respecto a la estructura de estos receptores vemos una 
secuencia altamente conservada de unión al ADN que consiste en una 
estructura de “dedos de zinc”. También hay un alto grado de conservación 
entre los distintos tipos de PPAR y el receptor de triyodotironina en la 
secuencia de unión al ligando. La familia PPAR necesita formar un 
heterodímero para poder unirse al ADN en una secuencia específica 
denominada "Elemento de Respuesta a Proliferadores de Peroxisomas" 
[77].   
 
PPARƔ se expresa de forma más abundante en tejido adiposo e 
intestino delgado [78,79]. Además ve inducida su transcripción antes de la 
activación transcripcional de la mayoría de los genes del adipocito, como 
la lipoproteína lipasa (LPL), la proteína transportadora de ácidos grasos 
(FATP), la proteína de unión a ácidos grasos del adipocito aP2, la acil-
CoA sintetasa (ACS), la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK), la 
enzima málico deshidrogenasa y UCP2 [80]. Este conjunto de genes 
implican a PPARƔ en la estimulación de pasos clave en la acumulación 
lipídica, de acuerdo con su función de factor diferenciador de los 
adipocitos.  
 





También es conocida que la expresión de PPARƔ es suficiente 
para detener el crecimiento en un cultivo de fibroblastos en fase 
exponencial y comenzar la adipogénesis [81]. Además la expresión 
ectópica de PPARƔ en fibroblastos no adipogénicos activa la expresión 
de genes de diferenciación adipocitaria [76,82,83]. También se sabe que 
ratones KO de este gen bloquean esta función [72,84] por lo que su 
importancia en el proceso de la diferenciación queda patente.  
 
 Algunos de los genes que ven activada su expresión en el 
adipocito por PPARƔ son los de las proteínas desacoplantes de la 
fosforilación oxidativa (UCPs). Estas proteínas son transportadores 
mitocondriales capaces de disipar un gradiente de protones e incrementar 
la termogénesis mientras reducen la eficiencia de la síntesis de ATP. 
Existen tres isoformas, pero es la UCP2 la más específica de tejido 
adiposo blanco.  La regulación de la oxidación de ácidos grasos y glucosa 
y la reducción de la producción de especies de oxígeno reactivas son otros 
papeles fisiológicos que se le atribuyen a esta proteína [85]. También es 
interesante saber que UCP2 está implicada en la regulación del 
metabolismo energético, así en roedores resistentes a obesidad la 
expresión de UCP2 se ve incrementada 2 veces comparada con la de 
animales con tendencia a la obesidad [86]. 
 
Aparte de las dos familias de factores de transcripción aquí 
estudiadas existen otros que también participan y que, de una u otra 
forma, actúan a diferentes niveles del proceso. Quizás el más estudiado 
sea el “Factor 1 de diferenciación y determinación del adipocito/proteína 
de unión al elemento regulador por esteroles-1” (ADD1/SREBP-1c) que 
está implicado en el metabolismo del colesterol y que puede participar 
también en la expresión de genes del adipocito [87]. La coexpresión de 
ADD1/SREBP1 con PPARƔ incrementa la actividad transcripcional de 
este último incluso sin la adición de sus ligandos [88]. Juega un papel 
fundamental en varios aspectos del desarrollo del adipocito, incluyendo la 
inducción de PPARƔ, la generación de ligandos endógenos para PPAR y 
la expresión de genes vitales en la biosíntesis de lípidos. 
 
Pero al igual que PPARƔ, ADD1/SREBP1 no se limita 
únicamente a su papel como factor diferenciador, sino que ambos tienen 
un papel funcional en el control del metabolismo energético en el tejido 
adiposo. Así, estudios hechos en mujeres obesas que sufrieron una 





pequeña pérdida de peso indican que en el tejido adiposo se produjo una 






































4.  SAM68 
 
 
             Sam68, sustrato de Src (oncogén del virus del sarcoma de Rous) 
en mitosis, es una proteína STAR (transductor de señales y activador del 
metabolismo de ARN) [90,91], implicada en la transducción de señales y 
la activación del metabolismo del ARN a través de su dominio de 
homología KH (homología a hnRNP) [92-94]. Es una proteína con 
multitud de dominios para interaccionar como adaptador entre las rutas de 








4.1  DOMINIOS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES 
 
 
 Sam68 es una proteína muy rica estructuralmente, con diferentes 
dominios que le van a llevar a interactuar con muchas proteínas de 
diversas rutas metabólicas, así como de unión a muchos tipos de ARN, 
que le confieren una capacidad muy alta de intervención en diferentes 
sistemas celulares, tal y como veremos más adelante. A continuación 







Figura 14: Esquema de la estructura funcional de Sam68 





Figura 15: Estructura tridimensional del dominio KH. 
Dominio GSG (también conocido como dominio STAR) 
 
Es el dominio que permite a Sam68 la interacción o unión a ARN 
[95]. Comprende un tamaño de unos 200 aminoácidos. Como se puede 
observar en la Figura 16 este dominio está formado por 3 estructuras 
claramente diferenciadas: una zona central de unos 70 aminoácidos 
llamada KH, denominado así por su homología a la ribonucleoproteína 
heteronuclear K [96] que se encuentra flanqueado por secuencias amino 
(NK) y carboxi- terminal (CK) que son necesarias para esta actividad de 
unión a ARN, [97,98]. Este dominio también se presenta en proteínas no 
STAR, y a veces conteniendo varios dominios KH en la misma proteína, 
como por ejemplo la proteína FMR1 producto del gen X frágil humano 
con dos dominios KH [99,100] comprendiendo que la presencia de varias 
copias del dominio KH en una proteína es una señal de que se une a ARN 
como multímero. 
 
La Figura 15 muestra la estructura tridimensional del dominio, 
donde se observa cómo la lámina β1 y β2 son adyacentes y paralelas, y β’ 
es adyacente y antiparalela a la lámina β1. Se dispone en una estructura 
en forma de sándwich abierto con los residuos alifáticos formando el 
centro hidrofóbico de la misma [101,102]. En la estructura, se distinguen 
4 bucles. El primero está localizado entre β1 y α1. Además, todos los 
dominios KH presentan un lazo invariante GXXG [103] entre α1 y α2, 
que forma el segundo bucle. El tercer y cuarto bucle se localiza entre α2-
β2 y β2-β’ respectivamente. 
 
Por su motivo KH, Sam68 se une 
a homopolímeros de 
ribonucleótidos, tanto ARN como 
ADN de cadena sencilla [104], 
con una alta afinidad a poli-U 
[105] y poli-A [106]. Además 
existe una isoforma sin dominio 
KH de Sam68 que es expresada 
en la detección del crecimiento 









 Existen numerosos ARN mensajeros que se han descubierto que 
interaccionan con Sam68 o con complejos proteicos asociados en células 
NIH3T3 [108], como por ejemplo hnRNP A2/B1 y β-actina.  Las 
secuencias de unión corresponden a los nucleótidos UAAA y UUUUUU, 
respectivamente. No obstante, permanece sin determinar si Sam68 se une 
a sitios no definidos en el ARNm. 
 
Además de ARNm, también se ha demostrado que Sam68 se une a 
la secuencia de ARN RRE, el elemento de respuesta a Rev, una proteína 
expresada en la fase de replicación del VIH [109]. 
 
Hay estudios que demuestran que las proteínas STAR forman 
homomultímeros a través de este dominio GSG [106]; así como también 
existen evidencias de formación de heteromultímeros debido a la 
similitud de secuencias de este mismo dominio GSG [110]. Además hay 
algunos estudios que muestran la necesidad de dimerización para que 
algunas proteínas de esta familia (STAR) puedan tener la capacidad de 
unión a ARN [106]. 
 
 
Regiones ricas en prolina. Dominio SH3 
 
 Las proteínas STAR, y más concretamente Sam68, contienen 
varias secuencias ricas en prolina que son sitios de unión de las proteínas 
que contienen dominios SH3 (Src homology 3) y WW (dominios 
conservados de dos triptófanos). De hecho Sam68 contiene 6 de estas 
regiones fuera de la región GSG: tres en N-term (P0-P2) y tres en C-term 
(P3-P5) [104]. Además estas secuencias ricas en prolina contienen las 
secuencias consenso PXXP que son las que reconocen los dominios SH3. 
 
 Algunos ejemplos de proteínas con dominios SH3 que interactúan 
con Sam68: Src [105,111], Sik/BRK [112], con p85 PI3K [113], PLC-1 
[111,114], PRMT2 [115], Grb-2 [116,117], Grap [116], Itk/Tec/BTK 
[118,119], Vav [120] y Nck [121]. 
 
 Con respecto al dominio WW se sabe que comprende una 
secuencia conservada de 40 aminoácidos repetitivos. Los dominios WW y 
los dominios SH3 tienen afinidad por secuencias ricas en prolina similares 
o solapadas, y es concebible que puedan competir por los mismos 





ligandos in vivo [115,122]. Así proteínas con dominio WW como FBP21 
y FBP30 (Formina Binding Protein) interaccionan con Sam68. La 
metilación en arginina de Sam68, regula negativamente las interacciones 
con los dominios SH3, pero no las de WW. Éste puede ser el mecanismo 
que también puede regular las funciones citoplasmáticas y nucleares de la 
proteína en relación a la unión a dominios SH3 [123]. 
 
 
Regiones ricas en tirosina. Fosforilaciones. Dominio SH2 
 
 Sam68 contiene 16 tirosinas conocidas capaces de ser fosforiladas. 
Cuando se produce dicha fosforilación se produce una estructura capaz de 
interaccionar con motivos SH2 de diversas proteínas. Se conocen varias 
de estas proteínas quinasas capaces de fosforilar a dichos residuos, la 
primera que se conoció fue Src, que durante la mitosis, forma primero una 
unión entre su dominio SH3 y la región de poliprolina, para después 
interaccionar mediante su dominio SH2 con una región específica 
fosforilada de Sam68 [93,105]. Otras quinasas, dignas de mención, 
capaces de interactuar con Sam68 conocidas son: p59fyn [111], p56lck 
[124], ZAP-70 [125] y Sik/BRK [112]. También algunos receptores de 
membrana, como el receptor de insulina, inducen la tirosín fosforilación 
de Sam68 [126]. 
 
Una vez fosforilada en tirosina permite la interacción con otras 
proteínas que presenten dominios SH2. Hay estudios que muestran cómo 
muchas de las quinasas que fosforilan a Sam68 tienen estos motivos 
estructurales SH2 que permiten una nueva interacción entre ellas una vez 
fosforilada [127]; entre las que destacamos: incluyendo la familia de 
quinasas Src [93,105,111,124], Sik/BRK [112] y las quinasas de la 
familia Itk/Tec [119,128]. También otras proteínas adaptadoras como 
Grb2 [111,116], Grap [116], Nck [129], PLC-1 [111], Ras-GAP [111] y 
p85-PI3K [113,126,130]. 
 
 Todas estas observaciones son consistentes con la hipótesis de que 
Sam68 funcione como una proteína adaptadora. También se ha visto que 
la fosforilación en la zona C-terminal, en concreto la tirosina 440, es 
requerida para la correcta localización celular de Sam68 [131]. 
 
 





Señal de localización nuclear 
 
Sam68 contiene una señal de localización nuclear no convencional 
(NLS), la cual se encuentra en los últimos 24 aminoácidos del extremo 
carboxiterminal [132]. La diferencia con respecto a la señal de 
localización nuclear convencional radica en la posición de varios residuos 
básicos en la secuencia  y en la presencia de dos motivos concretos de 
localización nuclear: PPXXR [132] y RXHPYQ/GR [75]. 
 
 Aunque Sam68 contenga esta señal en su estructura se conocen 
muchos casos en los que su localización es citoplasmática, como por 
ejemplo en la línea celular HTC-IR (Hepatoma de rata sobreexpresando el 
receptor de insulina) o en otras células diana de la insulina como son los 
adipocitos [133]. Además se han estudiado la interacción con varios ARN 
mensajeros durante la traducción [134] y su función de transporte de 




Dominio rico en Arginina-Glicina. Metilaciones. 
 
Otra de las características que se encuentran en la estructura de 
Sam68, y de otras proteínas STAR, es el dominio rico en arginina-glicina 
(RG) y el dominio arginina-glicina-glicina (RGG). Estas zonas van a ser 
potenciales sitios de metilaciones, que son modificaciones covalentes 
postraduccionales importantes en la modulación de algunos procesos 
celulares como la transcripción o las interacciones proteína-proteína, entre 
otras [136-138]. A diferencia de la fosforilación en tirosina, la metilación 
es un modo de regulación menos rápido que provoca una disminución de 
la actividad de unión a poli-U de Sam68 y proteínas SLM [139]. En las 
proteínas STAR podemos encontrar varias secuencias ricas en RG y 
RGG, potenciales de metilaciones [95].  
 
La principal enzima que cataliza la metilación de Sam68 in vivo se 
conoce como PRMT-1 [140]. Además Sam68 se encuentra hipometilado 
en el citoplasma [140] lo que hace pensar en una posible función de la 
metilación como regulación de la maduración y localización de Sam68. 
 
 





Otras modificaciones postraduccionales de Sam68 
 
- Fosforilación en Serina y Treonina: Sam68 se fosforila, principalmente 
por CDK1, en residuos Serina durante la progresión del ciclo celular en 
las fases G1 y S; mientras que en la fase G2/M se fosforila en residuos 
Treonina [141]. 
 
- Acetilación: es una modificación postraduccional sobre residuos de 
lisina irreversible que ayuda en la capacidad de unión de proteínas con 
el ADN [142]. Sam68 es acetilado in vivo tanto dentro como fuera de su 
dominio CSG. 
 
- Sumoilación: se conoce que la lisina 96, en el extremo aminoterminal, es 
el principal punto aceptor de Small ubiquitin-like modifier [143].  Para 
que esto se produzca se necesitan una secuencia consenso y una señal de 
localización nuclear y lo que conllevaría es un incremento en la 
capacidad de Sam68 para inhibir la expresión de la ciclina D1 [143]. 
 
 
4.2  GENÉTICA 
 
El gen humano de Sam68 (Figura 16) se encuentra en el 
cromosoma 1p32, contiene 30834 pares de bases y 9 exones con tamaños 
todos similares a los del gen de ratón [144]. Con respecto a su expresión 
sabemos que Sam68 se expresa de manera ubicua en el organismo, 







Figura 16: Estructura genómica de Sam68. 





4.3  FUNCIONES BIOLÓGICAS DE SAM68 
 
La primera vez que se identificó a Sam68 fue en células 
transformadas con oncogenes de la familia de V-Src. Luego se supo que 
era un sustrato de Src en mitosis con capacidad de unión a ARN con un 
peso, en gel de poliacrilamida (PAGE) de 68 KDa [93,111,145]. 
 
Al irse conociendo cada una de las particularidades de esta 
proteína: la capacidad de unión a ARN, sus diferentes motivos 
estructurales, etc… se proponen muchas funciones diferentes donde 
Sam68 podría participar; como la regulación de la expresión génica, 
splicing alternativo, señalización, ciclo celular, exportación de ARN, 
implicado en la traducción de proteínas, además de su actuación en 
diferentes sistemas celulares tales como la apoptosis, infecciones víricas, 
procesos oncogénicos, etc…   
 
 
Mitosis y regulación del ciclo celular 
 
 Src es una quinasa vital en el ciclo celular, se activa durante la 
mitosis en un proceso de dos pasos (Figura 17). Se observa cómo la 
proteína se mantiene inactiva cuando se encuentra fosforilada en Y530, 
esto provoca que el dominio de unión a proteínas SH2, quede oculto 
[146,147]. En el otro caso, cuando se desfosforila este residuo, provoca la 
exposición del dominio SH2 para que se pueda producir una interacción 
con el complejo Cdc2/ciclina B y conlleve a una nueva fosforilación, esta 













Figura 17: Activación de Src por fosforilación en Tyr-419. 





Sam68 interacciona con Src a través de una región poliprolina del 
dominio SH3 para poder ser fosforilada, además de hacerlo con otras 
quinasas y presentando un papel controvertido en el ciclo celular, según 
diversos estudios hasta la fecha: 
 
 - Cuando se inhibe la fosforilación en tirosina por Src sobre 
Sam68, se bloquea la salida de mitosis en fibroblastos, sin afectar a la 
entrada en mitosis [148]. 
 
 - La quinasa CDK1 se asocia a Sam68 y lo fosforila en residuos 
treonina in vivo e in vitro sugiriendo que Sam68 pudiera mediar algunos 
efectos biológicos durante la mitosis modulando su capacidad de unión a 
ARN poli U [141].  
 
- Existe una variante natural de Sam68 sin capacidad de unión a 
ARN (Δ-KHSam68) con una delección del dominio KH que provoca una 
inhibición en la transición de las fases G1/S. Esta isoforma presenta una 
capacidad de unión a ARN menor y su expresión, que suele ser durante la 
etapa G0, puede inhibir la síntesis de ADN [149].  También es conocida 
que dicha variante en células NIH3T3 regula de forma negativa la 
expresión de la ciclina D1 provocando la inhibición en la entrada desde la 
fase G1 a la S, siendo revertido por la forma completa de Sam68, lo que 
sugiere una función de Sam68 de beneficio en la proliferación celular 
[149]. Aunque también hay estudios que sobreexpresaron Sam68 mutado 
en la región KH y observaron que se bloqueaba la progresión de la fase 
G1 disminuyendo también la expresión de la ciclina D1. Esto sugería 
justo lo contrario que en anterior caso: que el bloqueo del ciclo celular por 
Sam68 sea independiente de su capacidad de unión a ARN [150]. 
 
 
Transducción de señales 
 
 Sam68, como hemos nombrado anteriormente, contiene varios 
dominios capaces de interaccionar con muchas proteínas diferentes. Con 
respecto a la interacción con dominios SH2 de proteínas de señalización 
se conocen varios ejemplos: así pues cuando Sam68 es fosforilado en 
tirosina reconoce al dominio SH2 del extremo N-terminal de p85 y se une 
a él con mayor afinidad que con el dominio SH2 C-terminal [126]. O 





como también existe una preferencia por la unión al dominio SH2 del 
extremo C-terminal de GAP en vez del extremo N-terminal [133]. 
 
 También existe una interacción de Sam68 con otras proteínas de 
señalización, aunque a través de otros dominios; como la región 
poliprolina de Sam68 interactúa con dominios SH3 de proteínas de la 
familia de Src [105,111], Sik/BRK [112], Fyn [111], Itk/Tec/BTK [128], 
Lck [151], Csk [152], todas ellas permiten su fosforilación en residuos de 
tirosina. Además también interacciona con dominios SH3 de varias 
enzimas de señalización y proteínas adaptadoras: p85 PI3K [113], PLC-1 
[111,114], PRMT2 [115], Grb-2 [116,117], Grap [116], NcK [129], o Vav 
[120]. 
 
La unión de Sam68 a los dominios SH3, regula negativamente la 
actividad de unión al ARN, como se ha visto en Fyn [113] así como la 
fosforilación en tirosina de Sam68 regula negativamente la capacidad de 
unión a ARN in vitro [149,153], lo que puede representar un enlace 
importante entre metabolismo de ARN y la transducción de señales, ya 
que cada vez se conocen más casos de rutas de señalización donde 
participa Sam68; entre los casos más importantes destacamos: 
 
 
Sam68 y el receptor de insulina 
 
Una de las funciones estudiadas por nuestro grupo en los últimos 
años comprende la participación de Sam68 en la ruta de la insulina; con lo 
que se propuso a Sam68 como sustrato del receptor de insulina [126]. 
Estimulando células HTC (hepatoma de rata) que sobreexpresan el 
receptor de insulina se promueve la fosforilación de Sam68 de forma 
dependiente de la dosis [126]. El mismo resultado se obtuvo al hacerlo en 
la línea celular CHO (chinese hamster ovary) sobreexpresando el receptor 
de insulina también; o con sistemas más fisiológicos como lo es el 
adipocito de rata [154]. Además existe un aumento en la expresión de 
Sam68 ante el estímulo de insulina [133,154]. 
 
También se ha propuesto que Sam68 es fosforilado en tirosina por 
el receptor de insulina formando varios complejos ternarios en respuesta a 
insulina, como se ha visto que se asocia con el dominio SH2 N-terminal 
de uno de los sustratos del receptor de insulina, p85 de PI3K [133], que a 





Figura 18: Esquema de la participación de Sam68 en la vía de la insulina. 
su vez utilizaría el SH2 C-terminal para su asociación al sustrato 1 del 
receptor de insulina (IRS-1), provocando un aumento en la actividad de 
PI3K [155]. 
 
  Otra de las interacciones conocidas es aquella que se produce con 
RAS-GAP en mitosis [156] con lo que proporcionaría un punto de unión 
o enlace entre las rutas PI3K y RAS-MAPK [133]. También es conocida 
la posible interacción simultánea entre Grb2-SOS-Sam68 pudiendo 
formar un complejo con GAP e incrementando la actividad de 
intercambio de GDP/GTP de Ras. 
 
 Todo esto, junto con la relocalización de Sam68 en el citoplasma 
tanto en adipocitos como en la línea celular HTC-IR, dejan claro que 
Sam68 participa en diversas funciones de señalización en respuesta a 
insulina.   
 
 Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que Sam68 media la 
acción de la insulina en células de cáncer de mama, en parte induciendo la 
expresión de IRS-1 [157]. 
 
  





Sam68 y el sistema inmune 
 
- Receptor de leptina: 
 
Sam68 parece participar también en la señalización celular a 
través del receptor de leptina tanto en monocitos como en linfocitos 
humanos [158]. Se sabe que las quinasas de la familia Janus (JAKs) 
asociadas al receptor, inician la señalización ante estímulo de leptina. 
Estas proteínas se autofosforilan y fosforilan a proteínas de la familia 
STAT (signal transducers and activators of transcription), que dimerizan y 
se translocan al núcleo, donde activan determinados genes [159]. La 
leptina humana es capaz de estimular la fosforilación de Sam68 a través 
de su receptor en células trofoblásticas [160]. Esta fosforilación en 
tirosina de Sam68 también se estudió en células mononucleares ante 
estímulo de leptina, inhibiendo la eficiencia de unión de Sam68 a Poli U 
[130], que puede estar implicado en una regulación rápida a nivel 























Figura 19: Esquema de la participación de Sam68 en la señalización del receptor de leptina. 





- Receptor de linfocitos T [125] 
 
 La vía de señalización del receptor de linfocitos conduce a una 
activación en cadena de varias familias de quinasas como son Src, Lck y 
Fyn. Muchas de estas enzimas pueden interaccionar con Sam68 a través 
de los dominios SH3 permitiendo la fosforilación en tirosina de Sam68. 
También ZAP-70 fosforila a Sam68 en células Jurkat [125]. Esta 
fosforilación, promueve la asociación de Sam68 con varias proteínas de 
señalización a través de los dominios SH2, como PLC-1, p120GAP 
[161,162], p85 PI3K, Grb2, SHP-1, Cbl y JAK3 [163]. Además Sam68 
también media la acción de los receptores toll-like, en especial TLR-2 y 
TLR-3 [164] y en la señalización del receptor de angiotensina II [165]. 
 
  
Sam68 y el procesamiento del ARN 
 
 Sam68 extiende su radio de acción también en el procesamiento 
del ARN, y se comporta como un adaptador funcional capaz de unir vías 
de señalización además de participar en la regulación génica pre y post-
traduccional. En los genes existe una región rica en AU (región 3´-UTR) 
que es una región no traducida en 3´, que parece ser una diana de Sam68. 
Además encontramos estudios realizados sobre diferentes virus en los 
cuales Sam68 parece estar implicado en modular la exportación nuclear y 
la utilización citoplásmica de ARN viral [135,140]. Además con respecto 
a procesos post-traduccionales se ha llegado a demostrar también un papel 
directo en la traducción proteica en determinados procesos [134,166]. 
 
 Además todas las modificaciones postraduccionales parecen 
regular tanto la localización de Sam68 como la accesibilidad al ARN. 
Fosforilaciones en tirosina parecen disminuir la capacidad de unión a 
ARN, como hemos descrito anteriormente, o donde metilaciones 
específicas sobre Sam68 conllevan la exportación del ARN [140]. En el 
caso de las acetilaciones en residuos de lisina, en el interior del dominio 










- Sam68 en la regulación transcripcional 
 
 No existen datos claros acerca de la implicación de Sam68 en la 
regulación transcripcional de la expresión de genes: sabemos que la unión 
de Sam68 a hnRNP K inhibe la función de la misma en la activación 
transcripcional de un reportero dirigido por el elemento promotor CT del 
proto-oncogén c-myc [168]. También se ha visto que Sam68 reprime 
varias construcciones de promotores virales y de mamíferos y se ha visto 
que esta función es independiente de la capacidad de Sam68 de unir ARN 
[169]. En estos escenarios, se piensa que Sam68 se comporta como un 
inhibidor competitivo de reguladores positivos de la transcripción. 
 
 Es probable que el papel de Sam68 como co-regulador 
transcripcional sea dependiente del promotor y del factor de transcripción 
con el que interaccione. Hay estudios que demuestran cómo Sam68 
induce un incremento en la actividad transcripcional del receptor de 




- Sam68 en el corte/empalme alternativo 
 
 Tanto Sam68 como algunas proteínas de su misma familia (SML1 
o T-STAR), pueden formar parte de la ruta de transducción de la señal 
para la selección del corte/empalme alternativo [171]. Se ha demostrado 
la asociación de proteínas STAR con el complejo del espliceosoma 
[172,173]; y a su vez se ha relacionado con otros factores de splicing 
como hnRNP A1 y D, Tra2, SF2/ASF, 9G8, SRp30c, SRp86 [172-176] 
entre otras más. 
 
 Otro ejemplo del posible papel de Sam68 en el corte/empalme 
alternativo se ve en la desregulación de los variantes del transcrito del gen 
de CD44, implicado en cáncer. La inducción de la inclusión del exón 
variable v5 de CD44 tiene lugar de forma dependiente de fosforilación de 
Sam68 por ERK, en respuesta a la activación de Ras por estímulo con 
ésteres de forbol en células de linfoma T de ratón [177]. Después se 
observó que Sam68 coopera con el activador de splicing SRm160 en la 
regulación del splicing alternativo de CD44 [178]. Además también 
existen estudios que muestran cómo Sam68 participa en el splicing 





alternativo de genes que están implicados en enfermedades neurogénicas 
como la atrofia muscular espinal [179] o el síndrome de X Frágil con 
temblor/ataxian [180].  
 
 Para terminar se encuentran estudios que relacionan el papel en el 
corte-empalme alternativo en adipogénesis, observando resultados que 
demuestran esencial la participación de Sam68 en la correcta regulación 
postranscripcional del gen mTor en este proceso [181] y cómo se altera la 
adipogénesis a través de esta vía. 
 
 
Sam68 y desarrollo 
 
 Sam68 participa y juega un papel importante en el desarrollo de 
muchas especies conocidas. Se han realizado varios estudios donde 
generan un ratón knockout de Sam68 y donde se observa una disminución 
de la viabilidad del individuo, sin llegar a ser letal [182,183] aunque con 
razones no conocidas del todo en la actualidad. Con respecto a la 
reproducción, se conoce cómo los machos Sam68-/- (ratón) resultan 
estériles además de encontrar unos niveles de estrógenos en las hembras 
muy disminuida. 
 
 También se cree que Sam68 pueda tener una función importante 
en el desarrollo de la embriogénesis, ya que se conoce que es uno de los 
primeros genes transcritos durante la activación del genoma zigótico en la 
etapa de dos células; se demostró además que en las primeras divisiones 
del embrión es necesaria la actividad de quinasas de la familia de Src y 
Fyn [184,185], poniendo de manifiesto que Sam68 podría participar 
modulando la preimplantación del embrión de ratón. 
 
 
Sam68 y la diferenciación celular 
 
 Conectando con el apartado anterior existen estudios que muestran 
cómo en ratones KO para Sam68 la diferenciación hacia espermatozoides 
maduros de las células germinales resulta defectuosa, dando un fenotipo 
oligospérmico con una gran afectación al tamaño de los testículos, 
llegando a la conclusión que el papel de esta proteína STAR resulte 
imprescindible para la correcta diferenciación hacia espermatozoides 





maduros. Además estos ratones knockout para Sam68 presentan unas 
deficiencias en el desarrollo normal de las divisiones meióticas y la 
diferenciación de la célula haploide, explicándose como un efecto de la 
traducción reducida de varios de los ARNm diana de Sam68 durante la 
meiosis [186]. 
 
 Con respecto al metabolismo óseo es conocido cómo los ratones 
knockout de Sam68 muestran en su mayoría defectos en la diferenciación 
celular del mesénquima, un metabolismo óseo con mayor diferenciación 
osteoblástica y menos diferenciación adipocitaria [183]. 
 
  La ruta central por la que la leptina regula la resorción ósea 
implica al sistema nervioso simpático sobre los osteoblastos por vía β-
adrenérgica, [187,188]. La disminución de los niveles de leptina que 
ocurre en ratones Sam68-/- es consistente con el hecho de que estos 
ratones presentan mayor masa ósea que los controles. Estos datos 
sugieren que la ruta simpática de la leptina no se altera en estos ratones. 
Así, Sam68 puede regular el metabolismo óseo de dos formas: [142] la 
reducción de los niveles de leptina reduce la resorción ósea y [189] la 
ausencia de Sam68 favorece la diferenciación osteoblástica de forma 
preferencial a la diferenciación adipocítica [183]. 
 
 Como hemos comentado anteriormente existe un estudio en la 
línea celular 3T3-L1 [190] donde se prueba cómo Sam68 participa en el 
splicing alternativo de mTor [191], una proteína que actúa como un 
regulador del tamaño y proliferación celular en respuesta a nutrientes y 
varios factores de crecimiento. Aquí se observa cómo una inhibición de 
Sam68 provoca una importante incapacidad de diferenciación celular, 
mostrando una pobre acumulación lipídica al final del proceso. 
 
 Por último se conoce que participa también en la diferenciación 
neuronal, un proceso durante el cual muchos de los ARNm diana de 
Sam68 sufren splicing, incluyéndose genes importantes en la 
neurogénesis desde el punto de vista de la organización del citoesqueleto 
(Numa1, Clasp2, and Sgce), la biogénesis organular y el transporte (Bin1, 
Ktn1, Kifap3 y Opa1) y la sinaptogénesis (Cadm1, Dlgh4, y Sorbs1) 
[192]. En ratones KO de Sam68 se observó también un déficit en la 
coordinación motora y neurogénesis que aún no está completamente 
clarificada [182]. 





Sam68 y cáncer 
 
 La relación de Sam68 con respecto al cáncer está todavía en 
entredicho, ya que existen estudios para apoyar tanto un papel pro-
oncogénico como lo contrario. Los primeros indicios apuntaban a que 
pudiera ejercer una función de supresión de tumores, sin embargo pronto 
aparecieron numerosos estudios que indicaban una función pro-
oncogénica [193]. Al parecer Sam68 podría actuar sobre la supervivencia 
y el crecimiento celular dependiendo en más medida de factores como su 
localización y modificación post-traduccional (fosforilación, metilación, 
acetilación o sumoilación) que de los niveles de expresión génica. 
 
 Con esto vamos a comparar los diferentes estudios que apoyan una 
u otra causa: 
 
 
- Supresión de tumores 
 
 En primer lugar se vio cómo en células NIH3T3 Sam68 está 
implicado en la proliferación y tumorigénesis, mostrando un crecimiento 
independiente de anclaje y tumores con metástasis [194]. Por esto se 
sugirió que Sam68 podría tener propiedades de supresión de tumores e 
inhibición del crecimiento. Sin embargo, el mecanismo por el que Sam68 
modula la tumorigénesis, es desconocido. 
 
 La sobreexpresión de Sam68 induce la detención de crecimiento 
en G1 regulando de forma negativa la expresión de ciclinas D1 y E de 
manera independiente a su capacidad de unión a ARN [141,150]. Así 
parece que Sam68 podría participar como controlador negativo del ciclo 
celular. Con el mismo resultado se encuentran los estudios que analizaban 
la sumoilación de Sam68 en residuos de lisina. Se observó cómo la 
capacidad de inhibición en la expresión génica de la ciclina D1 es incluso 
mayor que en el caso anterior [143], oponiéndose al avance del ciclo 
celular. 
 
 Sin embargo, otros estudios sobre el efecto de la 
haploinsuficiencia de Sam68 en ratones Sam68-/- han demostrado que 
estos alcanzan la edad anciana y no desarrollan tumores, sugiriendo que 
Sam68 no sería un supresor tumoral in vivo [195]. 







 Se ha demostrado que Sam68 promueve apoptosis, efecto que 
requiere su capacidad de unión a ARN, ya que la sobreexpresión del 
mutante de Sam68 que carece del dominio KH no induce muerte celular 
[196]. Sam68 tirosín fosforilado por las quinasas Src y las quinasas 
nucleares BRK/Sik, presenta reducida su capacidad de unión a ARN in 
vitro. Así, también se ha encontrado que la coexpresión de las formas 
activas de Src o BRK suprime la apoptosis en células que sobreexpresan 
Sam68 [150], lo que sugiere que la fosforilación de Sam68 por estas 
quinasas u otras quinasas pueden disminuir su capacidad de inducir 
apoptosis. La fosforilación en serina/treonina puede también estar 
implicada en la regulación de la función pro-apoptótica de Sam68. Son 
por tanto, las funciones relacionadas con la capacidad de unión a ARN, 
las que aportan a Sam68 un papel relacionado con la apoptosis. 
 
 El splicing alternativo también resulta importante en el control de 
la apoptosis. Varios factores de muerte celular sufren corte/empalme 
alternativo, dando lugar a isoformas con funciones opuestas durante la 
muerte celular programada [197]. Un ejemplo claro es el transcrito de 
Bcl-x, que por splicing alternativo, produce la forma antiapoptótica Bcl-x 
(L) o la proapoptótica Bcl-x (s) [198]. La elección de splicing alternativo 
del pre-ARNm de Bcl-x (s) refleja la sensibilidad de la célula hacia 
agentes que inducen la apoptosis, siendo Bcl-x (L) regulado 
positivamente en células de cáncer [199,200]. 
 
 Se ha visto mediante inmunoprecipitación y posterior 
retrotranscripción y amplificación por PCR, que Sam68 se une 
específicamente a los ARNs endógenos de factores apoptóticos como 
Bak, Bax, Bcl-x y Bim, pero no Bcl2 [201-203]. Al tiempo que hace 
disminuir los niveles de expresión génica de factores de crecimiento como 
EGF o EGF-1 [204]. 
  
 
- Papel prooncogénico 
 
 Su silenciamiento en células de cáncer prostático retrasa la 
progresión del ciclo celular y reduce la proliferación, causando una 
acumulación de ciclina D1 [204]. En estas mismas células la producción 





de ciclina D1 está potenciada hacia la isoforma “D1b” con un potencial 
oncogénico mucho mayor [205]. La inhibición de Sam68 ha conllevado a 
una regulación a la baja de algunos genes “protectores de apoptosis” 
como BCL2L1, clusterina o reparadores del ADN como por ejemplo el 
gen BRCA1.  
 
 Con respecto a la tumorigénesis y progresión tumoral destacamos 
los siguientes estudios que confirman ese posible papel prooncogénico de 
Sam68: 
 
         - Sam68 es sustrato de la quinasa de cáncer de mama, BRK [112], 
que se encuentra sobreexpresada en aproximadamente el 60% de 
los tumores de mama [206]. 
 
         - Sam68 es un sustrato del factor de crecimiento epitelial EGF. Esto, 
junto con el ya comentado efecto antiapoptótico, sugiere que es 
necesaria la fosforilación en tirosina de Sam68 para la 
tumorigénesis [131]. 
 
         - La expresión de Sam68 y su localización citoplásmica, se ha 
considerado marcador pronóstico en cáncer de células renales 
[207]. 
 
         - La expresión de Sam68 media el efecto proliferativo del receptor 





 Se ha visto que Sam68 podría intervenir tanto en el transporte 
retroviral como en la replicación de virus. Existe una proteína llamada 
Rev que participa activamente en la exportación nuclear del ARN no 
procesado o de forma incompleta [209]. Esta proteína es una proteína de 
transporte con un dominio básico de unión a ARN que interacciona con el 
virus a través de una secuencia llamada RRE (elemento de respuesta a 
Rev); Se ha demostrado que Sam68 se une también a esta secuencia RRE 
in vitro e in vivo, y facilita la exportación de los ARNs retrovirales no 
procesados que contienen RRE de HIV [135]. 
 





 Además con el knockdown de Sam68 se inhibe el transporte del 
ARN mediado por Rev, siendo también dependiente de un estado no 
fosforilado y de la señal de localización nuclear de Sam68 [210]. 
 Sam68 interacciona específicamente con la ARN polimerasa 
dependiente del ARN del virus 3D de la polio [211]. 
 
 Otras funciones encontradas sobre el metabolismo vírico de 
Sam68 son la poliadenilación [212] o la regulación traduccional de su 
ARN [213].  
 
 Estos estudios sobre las posibles funciones de Sam68 sobre 
diferentes virus están todavía en sus inicios. Existen todavía muchas 
dudas sobre los mecanismos moleculares capaces de gobernar estos 
procesos, por lo que el papel exacto que ejerce Sam68 está todavía por 
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Como hemos descrito anteriormente Sam68, es una proteína 
STAR (transductor de señales y activador del metabolismo de ARN) 
implicada en la transducción de señales y la activación del metabolismo 
del ARN a través de su dominio de homología KH. 
 
Nuestro grupo ha participado en el estudio del papel de Sam68 en 
diferentes procesos bioquímicos, sobre todo en respuesta a insulina y 
leptina. La insulina es uno de los mediadores importantes de la 
diferenciación del adipocitos. Por ello, sam68 podría ser un elemento 
importante en dicho proceso. Además dicha función podría ser 
aprovechada para desplazar el fenotipo de expresión característico de los 
adipocitos maduros a otro fenotipo en el que sólo determinados genes 
vean favorecida su expresión, los genes de proteínas que podrían ser 
beneficiosos para luchar desde dentro contra la expansión del tejido 
adiposo. 
 
  Nos planteamos, por tanto, los siguientes objetivos: 
 
 
1. Estudiar cómo se modifica la expresión de Sam68 en el proceso de 
diferenciación de los adipocitos, evaluando el nivel de expresión de 
Sam68, y su nivel de fosforilación a lo largo de la diferenciación de las 
células 3T3-L1 en adipocitos. 
 
 
2. Estudiar la importancia de la expresión de Sam68 en el proceso de 
diferenciación de los adipocitos por dos abordajes: 
 
 
 a) Investigar el efecto de la sobreexpresión de Sam68 en el 
proceso de la diferenciación de los adipocitos. 
 
 b) Estudiar el efecto permisivo de Sam68 sobre la diferenciación 
de los adipocitos inhibiendo su expresión.  
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III. MATERIAL Y MÉTODOLOGÍA 
 
 Para responder a los objetivos planteados utilizamos los materiales 
y métodos que se describen en esta sección. La parte experimental de esta 
Tesis se apoya en protocolos ya utilizados y contrastados por otros grupos 
de investigación. En muchos de los experimentos hemos realizado 
modificaciones o mejoras, para optimizar los resultados obtenidos del 
trabajo con nuestra línea celular. 
 
 
1. CULTIVOS CELULARES 
 
1.1.  LÍNEA CELULAR: 3T3-L1 
 
La línea celular utilizada para realizar este trabajo fue la línea 
celular 3T3-L1 las células fueron amablemente cedidas por el Prof. Juan 
Carlos Prieto del Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la 
Universidad de Alcalá de Henares. Se trata de células de tipo fibroblasto 
obtenidas a partir de embrión de ratón. Originalmente, estas células 
provienen de la línea celular 3T3 (Swiss albino) sometidas a un proceso 
de aislamiento clonal desarrollado por Green y colaboradores (Green y 
Meuth, 1974), eligiendo aquellos clones capaces de diferenciarse de 
fibroblastos a adipocitos en presencia de un cóctel hormonal. 
 
 
1.2.  MEDIOS DE CULTIVO 
 
-  Medio de crecimiento 
 
El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de la línea 
celular 3T3-L1 es DMEM  suplementado con: 
 
· Suero fetal bovino (SFB) al 10%, previamente descomplementado. 
· Antibiótico (L-penicilina 100 μU/mL + Estreptomicina 100 μg/mL). 
· L-Glutamina (2mM) 
 Durante determinados protocolos experimentales se requirió 
modificación de la anterior composición según los casos, sin la adición de 
antibiótico o sin SFB. 





- Medio de diferenciación. 
 
Las células fueron cultivadas con medio de crecimiento hasta 
alcanzar una confluencia del 100% y se mantuvieron así durante dos días. 
Ahora se induce la diferenciación (día 0) incubando las células durante 48 
horas en presencia de medio de cultivo de crecimiento añadiendo lo 
siguiente: 
 
· IBMX (500 uM) 
· DXM (250 nM)  
· Insulina (500 nM).  
 
A partir del tercer día de cultivo, el medio de crecimiento fue 











    Solución utilizada para el lavado de los cultivos. La composición de 
este tampón de Dulbecco, sin Ca2+ ni Mg2+, es:  
 
·KH2PO4 1440 mg/l; cloruro sódico 90000 mg/l; NaH2PO4 7950 mg/l. 
 
 
- Tampón de lisis celular  (o tampón de extracción) 
 
Se utiliza para el lisado celular de los cultivos y la solubilización 
de proteínas asociadas a membranas. Se prepara una solución stock 5x 
(pH 8): 
 
·Tris base 100 mM; Tris ácido 100 mM; Cloruro sódico 685 mM; Cloruro 
cálcico 5 mM; Cloruro magnésico 5 mM. 




En el momento de uso, el stock se diluye a concentración final 1x 
agregando: 
 
·Glicerol 10% v/v; Nonidet P-40 1% v/v; inhibidores de proteasas 
(Complete Mini de Roche®) 
 
Una vez añadidos los inhibidores de proteasas (según protocolo 
del producto) el tampón de lisis celular, se ajusta el pH a 8 y debe 
conservarse a 4 ºC.  
 
 
- Tampón de carga de proteínas para electroforesis SDS-PAGE (o Tampón de 
Laemli) 
 
En este tipo de electroforesis se necesita un tampón con agentes 
desnaturalizantes para las proteínas que van a ser separadas tras cargarse 
negativamente; un agente reductor de puentes disulfuro, que se añade en 
el momento de utilización, y un marcador colorante del frente de 
electroforesis. 
 
·Tris ácido 1 M al 25% v/v; glicerol al 50% v/v; SDS 10% p/v; DTT 100 
mM; azul de bromofenol 0,001% p/v; pH 6,8. 
 
 
- Tampón para la eletroforesis en gel de poliacrilamida (“running buffer”) 
 
Permite el desplazamiento anódico de las proteínas 
desnaturalizadas y cargadas negativamente: 
 
·Tris-Glicina al 10% v/v (Tris Base 250 mM; Glicina 1,92 M); SDS en 
stock del 20% al 0,5% v/v final. 
 
 
- Tampón para la transferencia de las proteínas del gel de poliacrilamida 
 
Se utiliza para facilitar la transferencia tras empapar el papel 
Whatman y la membrana de nitrocelulosa que usaremos: 
 
·Tris-Glicina al 10% v/v (Tris Base 250 mM; Glicina 1,92 M); Metanol 
100% al 20% v/v final; SDS 20% al 0,2% v/v final. 





- Solución de bloqueo 
 
Se utiliza para bloqueo de la membrana una vez que se ha 
realizado la transferencia. Evita en parte interacciones inespecíficas del 
anticuerpo primario y secundario. También la solución de bloqueo es el 
medio donde se realiza la dilución de anticuerpos primarios. 
· PBS con Tween al 0,2%  albúmina al 3% p/v y azida al 1M  0,3% v/v. 
 
 
- Solución de lavado PBS-T 
 
Es el tampón en el que se realizan las incubaciones con el 
anticuerpo así como  los lavados de la membrana tras la transferencia de 
proteínas del gel de poliacrilamida,  en la técnica de western-blot. 




2.2.  GELES 
 
 Se utilizaron geles preparados manualmente, que constan de: 
 
- Gel de separación: 
 
·7, 10 o 15% v/v de acrilamida/bis-acrilamida. 
·Tampón separación: Tris 0,75 M pH: 8,8 y SDS 0,2%; al 50% v/v. 
·Persulfato amónico (APS) al 10% p/v; al 0,375% v/v. 
·TEMED al 0,375% v/v. 
 
- Gel de concentración: 
 
·1% v/v de acrilamida/bis-acrilamida. 
·Tampón de concentración: Tris 0,25 M pH: 6,8 y SDS 0,2% al 50% v/v. 
·Persulfato amónico (APS) al 10% p/v; al 0,25% v/v. 











- Anticuerpos primarios 
 
  Estos anticuerpos han sido empleados en los diferentes  
experimentos para la detección de proteínas por este sistema: 
 
1. Anti-Sam68 C-terminal C20. (Santa Cruz Biotechnology®). Es un 
anticuerpo IgG policlonal de conejo. 
 
2. Anti-Tubulina (Santa Cruz Biotechnology®). Anticuerpo monoclonal de  
ratón. 
 
3. Anti-PPAR-Ɣ H-100 (Santa Cruz Biotechnology®). Es un anticuerpo 
IgG policlonal de conejo.  
 
4. Anti-C/EBPα 14AA (Santa Cruz Biotechnology®). Es un anticuerpo 
IgG policlonal de conejo.  
 
5. Anti-C/EBPβ C-19 (Santa Cruz Biotechnology®). Es un anticuerpo 
IgG policlonal de conejo. 
 
6. Anti-C/EBPδ M-17 (Santa Cruz Biotechnology®). Es un anticuerpo 
IgG policlonal de conejo.  
 
2. Anti-Phosphotyrosine 4G10 (Millipore). Es un anticuerpo IgG 
monoclonal de ratón. 
 
- Anticuerpos secundarios: 
 
A.  Anti-IgG de conejo, obtenido de burro (Amersham Pharmacia 
Biotech®).  
 














- Tampón de lisis celular  (o tampón de extracción) 
  
Se utiliza para el lisado celular de los cultivos y la solubilización 
de proteínas asociadas a membranas. Se prepara una solución stock 5x 
(pH 8): 
 
·Tris base 100 mM; Tris ácido 100 mM; Cloruro sódico 685 mM; Cloruro 
cálcico 5 mM; Cloruro magnésico 5 mM. 
 
En el momento de uso, el stock se diluye a concentración final 1x 
agregando: 
 
·Glicerol 10% v/v; Nonidet P-40 1% v/v; inhibidores de proteasas 
(Complete Mini de Roche®) 
 
Una vez añadidos los inhibidores de proteasas y fosfatasas (según 
protocolo del producto) el tampón de lisis celular, se ajusta el pH a 8 y 
debe conservarse a 4 ºC.  
  
- Proteína G-Sefarosa (GE Healthcare) 
 
 
3.1. ANTICUERPOS (Inmunoprecipitación) 
 


















Para el análisis cuantitativo de la expresión de Sam68 y el resto de 
genes descritos en este estudio, se utilizó la técnica de PCR a tiempo real 
empleándose un termociclador Miniopticon de BioRad y el reactivo 
fluorescente SYBR green, capaz de emitir fluorescencia cuando se 
intercala en el ADN de doble cadena. Las reacciones de PCR se 
realizaron por duplicado en un volumen final de 25 μl conteniendo entre 
100-250 ng de ADNc como molde, 10 nM de cada oligonucleótido 
cebador y 12,5 μl de Sensifast SYBR No-ROX kit (Bio-Rad). Se utilizaron 
las parejas de oligonucleótidos para los diferentes genes, detalladas en la 
siguiente tabla: 
 
-Primers para PCR: 
 
Sam68 Sentido:                    5’-TTTGTGGGGAAGATTCTTGG-3’ 
Sam68 Antisentido:             5’-GGGGGTCCAAAGACTTCAAT-3’ 
 
Ciclofilina Sentido:             5’-TCCCTGGAGAAGAGCTACGA-3’ 
Ciclofilina Antisentido:      5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’ 
 
C/EBP α Sentido:                5-CCG GCC GCC TTC AAC GAC-3 
C/EBP α Antisentido:         5-CTC CTC GCG GGG CTC TTG TTT-3 
 
C/EBP β Sentido:                5- GCGGGGTTGTTGATGTTT-3   
C/EBP β Antisentido:         5- CTTTAATGCTCGAAACGG-3    
 
C/EBP δ Sentido:                5- ACGACGAGAGCGCCATC-3    
C/EBP δ Antisentido:         5- TCGCCGTCGCCCCAGTC-3    
 
PPAR Ɣ Sentido:                5- CCAGAGTCTGCTGATCTGCG-3     














5. TINCIÓN POR OIL RED 
 
-STOCK DE OIL RED: 
 
· 0, 35g /0.7 g Oil Red. 
· 100 ml /200 ml isopropanol. 
· Agitar o/n filtrar (0.2 μm) y almacenar a +4 °C. 
 
-SOLUCIÓN DE TRABAJO DE OIL RED: 
 
· 6 partes del stock de Oil Red. 




6. REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPAMIENTO 
 




·Medio DMEM  (BioWhittaker™, Lonza). Medio modificado de 
Dulbecco. 
·Suero fetal bovino para suplementar el medio de cultivo. 
(BioWhittaker™ FBS, Lonza) 
·Antibióticos (10000 U/mL de penicilina, 10000 mg/mL estreptomicina) 
para completar el medio de cultivo (Invitrogen, GIBCO) 
·L-Glutamina, 100 ml, 200mM (Lonza) 
·Tripsina 10x 2,5% (p/v): produce la digestión de las proteínas de 
adherencia (Invitrogen, GIBCO) 
 
 
-Western blotting e inmunoprecipitación: 
 
·Marcador de peso molecular de proteínas: “Sigma Marker Wide Range 
MW 6,500- 250,00” (Sigma Aldrich) 
·Kit para la medición de la cantidad de proteína: “BCA™ protein assay 
reagent kit” (Thermo Scientific Ink.). 




·Sistema de detección luminol/peroxidasa. Sistema quimioluminiscente 
“Super Signal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate” (Thermo 
Scientific Pierce). 
·Líquido revelador/fijador Ilford® y películas de autorradiografía 
“Hyperfilm ECL” (Amersham) 





·Reactivo “Lipofectamine2000®” (Invitrogen). 




·Reactivo TRIsure® pare la extracción y aislamiento del ARN total de las 
células en cultivo (Bioline) 
·“Quantitect  Reverse Transcription Kit” (Quiagen) 




6.2  MATERIALES 
 
-Pipetas Pasteur Copan innovation, LTD. 
-Pipetas estériles de plástico de 5 y de 10 ml (Greiner bio-one®, 
Cellstar®) 
-Jeringas estériles en bolsitas individuales de 5, 10 y 20 ml: “BD 
Discardit™ II”, B-DIS y filtros esterilizantes 0,2 μm “Plastimed”. 
-Tubos de polipropileno de 15 ml estériles y de 50 ml (BD FALCON ™ y 
Greiner bio-one® Cellstar®). 
-Tubos estériles DeltaLab S.A, de 15 mL. 
-Frascos estériles de 100 mL Soria genlab. SA. 
-Tubos Eppendorf® de 1,5-2 mL. 
-Filtros Prodimer Plastimed® de 0,2 mM. 
-Placas Petri estériles 10 ml, Sarstedt. 
-Placas de 6 pocillos NunclonTM Delta Suface. 
-Frascos de cultivo de 75 cm2 Sarstedt. 
-Parafilm “M”, Laboratory Film (American National CanTM, Chicago IL). 





-Geles Tris-Glicina de poliacrilamida en gradiente de 8-16%, Novex 
Invitrogene. 
-Papel Whatman® 
-Puntas de plástico para pipetas: blancas, amarillas pequeñas, azules: 
Greiner bio-one, Difco. 
-Jeringas BD Plastipak® 1 ml. 
-Membrana de nitrocelulosa para la transferencia de proteínas (Amersham 
ibérica). 
-Cubeta de electroforesis Mini Protean Tetra Cell®, de BioRad Inc. 
-Cristales y Sistema de geles BioRad Inc. 
-Cassette para revelado Gevamatic AGFA® Gevaert. 
-Recipientes de cristal para las incubaciones de las membranas con los 
anticuerpos en los WB. 
-Probetas, vasos de precipitados, matraces y demás utensilios 




5.3  EQUIPAMIENTO 
 
-Campana de flujo laminar vertical TETSTAR AV-100 S.A 
-Baño de incubación: tipo 31AT, 1200 W (Heto-Holten A/S) 
-Incubador de CO2 para cultivos celulares (REVCO®) 
-Balanza COBOS® Precisión M-200 
-Fuente de alimentación para electroforesis y transferencia modelo 
Amersham Pharmacia Biotech® EPS 301 
-Microcentrífuga refrigerada modelo Biofuge Fresco®, aceleración 
máxima de 16000 x g (Heraeus Instruments) 
-Microscopio de luz invertida WILD M-40 HEERBRUGG. 
-Medidor de pH de Crison Instruments SA, modelo Micro pH 2002. 
-Termobloque incubador de microtubos (Stuart Scientific®). 
-Sistema de esterilización por autoclavado (Raypa SL). 
-Sistema de transferencia de proteínas semi-seco (Invitrogen). 
-Espectrofotómetro Ultrospec IIE, LKB Biochrom (Amersham 
Pharmacia). 
-Espectrofotómetro para medición de ácidos nucleicos WPA Biowave, 
Biochrom Ltd. 
-Pipetas automáticas Biopipette® (0.5-10 mL, 2-20 mL, 10-200 mL y 
100-1000 mL) 




-Incubador rotor (Selecta). 
-Estufa con agitación Infors HT- Ecotron. 
-Sistema de balanceo (GFL™ 3600). 
-Vortex Heidolph Reax® 2000. 
- Cobas Integra 6000 (Roche™) 
- -Termociclador RT-PCR: Biometra, T-Gradient 






7.  METODOLOGÍA 
 
 
7.1  CRECIMIENTO Y DIFERENCIACIÓN CELULAR 
 
La línea celular utilizada para realizar este trabajo fue la línea 
celular 3T3-L1. Se trata de células de tipo fibroblasto obtenidas a partir de 
embrión de ratón. El cultivo de esta línea celular se realizó siguiendo las 
pautas indicadas por la ATCC (American Type Culture Collection), 
teniendo siempre en cuenta que las células no alcancen un grado de 
confluencia superior al 70-80%, ya que, de lo contrario, se reduciría su 
capacidad de diferenciación a adipocitos. Todos los cultivos celulares se 
han llevado a cabo en un incubador a 37 °C con 95% de humedad y 5% 
de CO2. Por último, es importante destacar que todos los experimentos 
sobre células 3T3-L1 incluidos en este trabajo se han llevado a cabo con 
células entre los pases 4-15; A partir del cual los cultivos fueron 
desechados y sustituidos por un nuevo vial de células.  
 
Las células 3T3-L1 fueron cultivadas en medio de crecimiento 
usando frascos de cultivo de 75 cm2 para los pases de mantenimiento; 
aplicando una solución comercial que contiene tripsina 0,5 g/l y EDTA 
0,2 g/l, para  separar las células en cada pase. 
 
  Las células utilizadas para microscopia se sembraron sobre 
cubreobjetos de vidrio de 25 mm que fueron colocados en placas de 6 
pocillos. Las células destinadas a la obtención de extractos de ARN o 
lisados de proteínas también se cultivaron en placas de 6 pocillos. 





 El proceso de diferenciación a adipocitos se basó en el siguiente 
protocolo:  
 
Las células fueron cultivadas con medio de crecimiento hasta 
alcanzar una confluencia del 100%. Dos días después se induce la 
diferenciación (día 0) incubando las células durante 48 horas en presencia 
de medio de cultivo conteniendo IBMX [214], que incrementa los niveles 
de AMPc por inhibición de la fosfodiesterasa, DXM (250 nM) que 
activan el factor de transcripción C/EBP-β e insulina (500nM). A partir 
del tercer día de diferenciación, el medio de crecimiento fue 
suplementado únicamente con insulina (500 nM) hasta la completa 
diferenciación celular, que se puede alcanzar a partir del séptimo-octavo 
día aproximadamente. 
 
Las células fueron aisladas para su posterior análisis por qPCR o 
WB en los días: -2 (preadipocitos),  0, +2, +4, +6, +8  según la inducción a 




7.2  TRANSFECCIÓN 
 
 Seguimos el protocolo del fabricante: 
 
1. Se cultivaron las células 3T3-L1 en placas de 6 pocillos con 2 mL de 
medio de crecimiento. 24 horas antes de la transfección es necesario 
cambiar el medio de cultivo preferiblemente utilizando medio sin suero 
y sin antibióticos. 
 
2. Se preparan las diluciones del plásmido (o SiRNA) a transfectar [215] 
de tal forma que la cantidad final de ADN utilizado sea de 4 μg/pocillo 
(cantidad optimizada) y lo diluimos en medio de crecimiento sin suero 
fetal bovino y sin antibióticos para un volumen final de 250 μl por 
pocillo.  
 
3. La cantidad de reactivo de Lipofectamnie2000® fue de 10 μl por 
pocillo. Se prepara la dilución utilizando el mismo medio que en el 
caso anterior y usando el mismo volumen. Se añade el reactivo sobre el 
medio y se incuba a temperatura ambiente durante 5 min. 





4. Se mezclan las diluciones del plásmido (o SiRNA) y del reactivo y se 
agita suavemente. Se incuba a temperatura ambiente durante, al menos, 
20 min. 
 
5. Se añade la mezcla final gota a gota sobre el cultivo de células 24 horas 
antes de la inducción de la diferenciación (día -1). 
 
6. Después de 6-8 horas se puede sustituir el medio de transfección por 
medio de crecimiento normal. 
 
 
7.3  Q-PCR 
 
- Aislamiento de ARNm. 
 
El aislamiento del ARNm total de las muestras procedentes de la 
línea celular 3T3-L1 se llevó a cabo utilizando el reactivo Trisure 
(Bioline), siguiendo las recomendaciones  del fabricante: Se añadió 1 ml 
de dicho reactivo a cada muestra. El procedimiento seguido se detalla a 
continuación: 
 
1. Las células se lisaron añadiendo 1 ml de reactivo por pocillo (placa de 
6 pocillos)  
 
2. Se pipeteó varias veces para una completa lisis celular y se recogió la 
muestra en un tubo. 
 
3. Incubación de  5 minutos a temperatura ambiente. 
 
4. Se añadió a la muestra 0,2 ml de cloroformo por cada ml de Trisure 
añadido inicialmente. 
 
5. Se mezcló la muestra y el cloroformo durante 5-10 s y se incubó a 
temperatura ambiente durante 2-3 min. 
 
6. Centrifugación a 12000 x g durante 15 min a 4 °C. Tras la 
centrifugación, se observan 3 fases distintas: la fase inferior o fase 
orgánica que contiene las proteínas, la fase intermedia donde se 
localiza el ADN y la fase superior o fase acuosa que contiene el ARN.  






7.  Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo. 
 
8. Anadir 500 μl de isopropanol a cada muestra por cada ml de Trisure 
utilizado inicialmente. En este paso el ARN precipita. Incubar la 
mezcla durante 10 min a temperatura ambiente. 
 
9. Centrifugar 10 min en las mismas condiciones que las descritas en el 
apartado 6 y retirar el sobrenadante. 
 
10. Lavar el pellet con 1 ml de etanol al 75%. 
 
11. Centrifugar a 7500 x g durante 5 min a 4 °C. 
 
12. Retirar el etanol y dejar secar el ARN a temperatura ambiente. 
 
13. Resuspender el ARN en H2O libre de ARNasas en un volumen 
apropiado en función del pellet obtenido. 
 
15. Cuantificar la cantidad y calidad del ARN total obtenido en el 
espectrofotómetro haciendo una dilución 1:100.  
 
 En todos los casos, la concentración de ARN total obtenido se 
determinó por espectrofotometría y su calidad se comprobó mediante la 
relación entre la absorbancia a 260 y 280 nm. 
 
 
- Retrotranscripción del ARN 
 
 La retrotranscripción de ARN se realizó utilizando el kit comercial 
Quantitect  Reverse Transcription Kit (Quiagen) sobre una cantidad de 
ARN total de partida de 1 μg. La retrotranscripción se llevó a cabo 
siguiendo las instrucciones del proveedor comercial: 
 
1. Se descongelaron las muestras en hielo y se prepararon las siguientes 
cantidades por reacción: 2 μl del buffer para la eliminación del ADN 
genómico, más 12 μl de una dilución con 1 μg de ARN total de la 
muestra. 
2. Se incubaron 2 min a 42ºC. 





3. Se añadieron los siguientes reactivos por reacción: 1 μl de tubo con la 
retrotranscriptasa inversa, 1 μl de mix de primers y 4 μl de buffer de 
reacción; para un volumen final de 20μl. 
 
4. Incubar 15 min a 42ºC. 
 
5. Incubar 3 min a 95ºC, para la desactivación de la retrotranscriptasa 
inversa. 
 
6. Se guarda el ADN complementario [145] a -20ºC. 
 
 
- PCR cuantitativa a tiempo real. (q-PCR) 
 
 Las reacciones de PCR se realizaron por duplicado en un volumen 
final de 25 μl conteniendo 50-100 ng de ADNc como molde, 240 nM de 
cada oligonucleótido cebador y 12,5 μl de Sensifast SYBR No ROX kit, 
(Bioline). Se utilizaron las parejas de oligonucleótidos para Sam68, 
C/EBP α, β, δ y PPARƔ (detalladas en la “tabla de primers”) y los 
cebadores para amplificar Ciclofilina como gen de referencia. 
 
 La amplificación de los diferentes genes se llevó a cabo siguiendo 
un programa que consistió en un primer paso de desnaturalización a 94 ºC 
durante 2 min seguido por 40 ciclos de amplificación formados por un 
paso de desnaturalización a 94 ºC durante 5 s , alineamiento a 58 ºC 
durante 10 s y extensión a 72 ºC durante 5 s. Tras los ciclos de 
amplificación, se realizó una “curva de desnaturalización” para asegurar 
la especificidad de los productos amplificados. 
  
 El cálculo de la expresión génica se realizó usando los valores de 
“ciclo umbral” (Ct)  proporcionados por el termociclador. Los ΔCt se 
determinó restando el valor de Ct de la amplificación de la Ciclofilina 
(control interno) al valor de Ct específico de cada gen de interés. 
Finalmente, el valor ΔΔCt se calculó restando el ΔCt de cada muestra 
problema al valor de la muestra utilizada como control (100%). 
  





7.4  WESTERN BLOT 
 
 Mediante el western blotting [216] también llamado 
inmunoblotting o inmunotransferencia, se utiliza un anticuerpo para 
detectar de forma específica su antígeno proteico, permitiendo que una 
proteína sea identificada entre una mezcla compleja de éstas y obteniendo 
datos cualitativos y semicuantitativos de ella. 
 
- Obtención de extractos proteicos. 
 
Durante el presente estudio se llevaron a cabo análisis de proteínas 
mediante western blot. Los extractos proteicos se obtuvieron de cultivos 
celulares utilizando el tampón de lisis celular, descrito anteriormente, 
suplementado con inhibidores de proteasas  y fosfatasas.  
 
 Los cultivos celulares, antes de la extracción de proteínas, se 
lavaron dos veces con PBS 0,01 M, pH 7,4, para eliminar restos de medio 
de cultivo. Las células se lisaron en un volumen adecuado de tampón de 
extracción. A continuación, los extractos de células se homogenizaron 
con ayuda de una pipeta. Posteriormente, se centrifugaron las muestras 
durante 10 min a 9000 x g a 4 ºC para eliminar  proteínas insolubles y 
restos celulares y los sobrenadantes se conservaron a -80ºC hasta su uso, 
después de normalizar la cantidad de proteínas de todas las condiciones 
mediante el método del BCA, según fabricante (Thermo Scientific). 
 
 
- Electroforesis desnaturalizante y electrotransferencia. 
 
Para la detección de las proteínas de interés mediante la técnica de 
western blot, el siguiente paso fue preparar las muestras para su separación 
electroforética. Para ello, se utilizaron entre 25-50 μg de proteína y se 
mezclaron con el tampón de carga de proteínas (descrito anteriormente). A 
continuación, las muestras se calentaron durante 5 min a 95 ºC para 
desnaturalizar las proteínas y, finalmente, se centrifugaron a 8000 x g durante 
5 min a 4 ºC para eliminar restos insolubles. Una vez preparado el extracto 
proteico, este se sometió a electroforesis desnaturalizante en un gel de 
poliacrilamida (SDS-PAGE, 10-15% de poliacrilamida) utilizando el sistema 
de electroforesis Mini-Protean Tetra (Bio-Rad). 
 




La migración se llevó a cabo en un voltaje constante de 120 V hasta 
que el frente de migración llegó al final del gel. Una vez finalizada la 
electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. 
La transferencia se llevó a cabo en el sistema semiseco de Biorad 
(Invitrogen®) a un amperaje de 100mA por gel durante 1 h. 
 
 
- Inmunodetección y análisis densitométrico. 
 
Las membranas fueron bloqueadas con “tampón de bloqueo” (descrito 
anteriormente) durante 30 s. A continuación, se incubaron con el anticuerpo 
primario correspondiente diluido en “tampón de bloqueo”,  durante toda la 
noche a 4 ºC. Las características de los anticuerpos utilizados se indican en la 
Tabla 4. A continuación, se dieron 3 a 4 lavados de 5 min con PBS-T 
(“tampón de lavado”)  a las membranas y se incubaron con el anticuerpo 
secundario conjugado con peroxidasa de rábano (Amershan) ya descritos 
anteriormente,  diluido en tampón PBS-T.   
 
Finalmente, las membranas se lavaron 3 veces 5 minutos con “tampón 
de lavado”. El revelado de la peroxidasa se realizó con un kit basado en 
quimioluminiscencia y películas auto-radiográficas. Tras el revelado, las 
películas se escanearon y las imágenes obtenidas fueron procesadas con el 
programa ScionImage 4.0.3 para realizar el análisis cuantitativo de las bandas 
inmunorreactivas mediante la cuantificación de la densidad óptica de cada 
una. Para normalizar la cantidad de proteínas de las diferentes  condiciones, 
se utilizó la señal obtenida mediante western blot de la tubulina. 
 
 
7.5  INMUNOPRECIPITACIÓN 
 
Es una técnica cuya finalidad es aislar una proteína determinada, 
Sam68 en nuestro caso, y concentrarla para posteriormente detectarla por 
inmunodetección (Western-blotting). Se usó esta técnica para la 
determinación de la fosforilación de Sam68 ya que no existe en el 
mercado ningún anticuerpo comercial específico para ello.  
 
1. En primer lugar los lisados celulares fueron igualados en cantidad de 
proteína (0,5 mg) y se añadió el anticuerpo primario a una 
concentración saturante (1ug) durante 3 h a 4ºC bajo rotación constante.   
 





2. Ahora se añaden 50 ul de proteína G-sefarosa a los complejos inmunes 
formados y se incuban durante una hora con rotación constante a 4ºC.  
 
3. Los inmunoprecipitados se centrifugan 5 minutos a 13.000 r.p.m. a 4ºC. 
 
4. Se retira el sobrenadante y se añade 1 ml y se centrifuga a 13000 rpm, 
repitiendo el proceso 3 veces. 
 
5. Al pellet resultante se añaden 70 ul de tampón de carga de 
electroforesis con DTT (100 nM). 
 
6. Se calientan las muestras a 95ºC durante 5 minutos. 
 


















7.6  OIL RED 
 
       Para ver la acumulación de lípidos se usó el método del “oil-
red”, un sencillo método que se basa en la unión de un colorante, de color 
rojo, con los lípidos presentes del cultivo. Protocolo: 
 
1. Eliminar el medio y lavar con PBS. 
 
2. Anadir para-formaldehido (al 4%) e incubar durante 30 min a 
temperatura ambiente. 
 
3. Eliminar el para-formaldehido con la ayuda de una pipeta. 
 
4. Lavar las placas con isopropanol al 60%. 
 
5. Dejar que las placas se sequen completamente. 
 
6. Anadir la solución de trabajo de Oil Red durante 30 min. 
 
7. Eliminar todo el Oil Red y añadir agua inmediatamente.  
 
8. Lavar con agua 4-6 veces. 
 
9. Montar las placas con  Fluoromount-C (Southernbiotech). 
 

















7.7  CUANTIFICACIÓN  DE  TRIGLICÉRIDOS 
 
 Para la determinación de triglicéridos en los cultivos celulares se 
usó el analizador multicanal de Roche: Cobas Integra 6000™; capaz de 
cuantificar triglicéridos. En este caso se preparó una dilución 1/100 de los 
lisados celulares (ver apartado “obtención de los extractos proteicos”) 
para cada una de las condiciones. 
 
La reacción enzimática que se lleva a cabo es: 
 
- Triglicéridos + 3 H2O               glicerol + 3 RCOOH 
 
- Glicerol + ATP               glicerol-3-fosfato +ADP 
 
- Glicerol-3-fosfato + O2               dihidroxiacetonafosfato + H2O2 
 
- H2O2 + 4-aminofenazona + 4-clorofenol + Peroxidasa          4-(p-





8.  ESTADÍSTICA 
 
 Los resultados obtenidos en esta tesis fueron repetidos 3 veces en 
experimentos independientes y están expresados como medias ± las 
desviaciones estándar (SD). El análisis estadístico fue llevado a cabo 























































1.  NIVELES DE SAM 68 DURANTE LA ADIPOGÉNESIS 
 
Para caracterizar el patrón de expresión normal de Sam68 a lo 
largo del proceso de diferenciación del adipocito se usó la línea celular 
3T3-L1 de preadipocitos murinos. Dos días después de la confluencia, se 
cambia el medio de crecimiento por un medio que incluye todos los 
factores necesarios para inducir la diferenciación, como son la 
dexametasona, isobutilmetilxantina y la insulina. Después de dos días de 
incubación se vuelve a cambiar el medio para utilizar el medio de 
crecimiento suplementado sólo con insulina.  Durante el proceso se 
cambia el medio de las células cada dos días, hasta la completa 
diferenciación celular que suele estar comprendida entre el 7º y el 9º día 
después de añadir el estímulo de diferenciación.  
 
Los resultados obtenidos, tanto por qPCR como por western-blot, 
que se muestran en las Figuras 1 y 2 indican que los preadipocitos 
tomados dos días antes de inducir la diferenciación expresan mayor 
cantidad de ARNm de Sam68 que en los días 0 y +2 donde la expresión 
decae alrededor de 2 veces. A partir del día 2 los preadipocitos comienzan 
a mostrar un significativo incremento hasta llegar al día 8 donde el nivel 
alcanza el valor el máximo con más del doble que el nivel del día 0 que 
fue tomado como día de referencia. 
 
 Para comprobar si estos niveles de expresión del ARNm de Sam68 
tenían su equivalente en proteína comprobamos mediante western-
blotting los niveles de Sam68 en los lisados de células 3T3-L1 obtenidos 
en las mismas condiciones que los registrados con qPCR. Como puede 
verse en la densitometría de la Figura 2 las diferencias en los niveles de 
proteína de Sam68 son equivalentes a los resultados de qPCR. También 
se puede ver el mismo incremento en la expresión a partir del día +2 hasta 
el final de la diferenciación tanto de ARNm como en los niveles de 
proteína. Por tanto, los resultados de qPCR y western-blotting muestran 
que la expresión de Sam68 tiene un mínimo hacia el comienzo de la 
diferenciación alcanzando sus mayores niveles al final de la 
diferenciación.  





AB: α-Sam68 (68 KDa) 
AB: α-Tubulina (55 KDa) 
Días 
Figura 1.  Expresión relativa de Sam68 a lo largo de la diferenciación. Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de 
crecimiento hasta el día 0, donde se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona 
(DXM 250nM), isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa 
diferenciación con medio de crecimiento más insulina (500nM). Se aisló el ARN en cada una de las 
condiciones para posterior detección de los niveles de ARNm de Sam68 por qPCR. Las barras de error 







Figura 2. Análisis por western blot de Sam68 a lo largo de la diferenciación. Los cultivos se mantuvieron con 
medio de crecimiento hasta el día 0, donde se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con 
Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la 
completa diferenciación con medio de crecimiento más insulina (500nM). Las células fueron lisadas en cada 
uno de los días indicados, sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante 
western-blot usando el anticuerpo α-Sam68. Las barras de error representan la media ± error estándar de la 



















































































































2.  FOSFORILACIÓN EN TIROSINA DE SAM68 
 
Por primera vez se cuantificará la fosforilación en tirosina de 
Sam68 durante la adipogénesis. Debido a que no existe ningún anticuerpo 
comercial para la detección de fosforilación de Sam68 se tuvo que usar la 
técnica de inmunoprecipitación, que realiza un aislamiento de una 
proteína en particular, en nuestro caso Sam68. Para este estudio nos 
pareció fundamental, aparte de conocer los niveles de expresión y de 
proteínas, saber el estado de fosforilación de Sam68 durante la 
adipogénesis. Nuestro grupo ya publicó anteriormente que dicho estado 
era determinante para concretar qué función podría desempeñar esta 
proteína ya que ejerce roles muy diferentes según su estado de 
fosforilación. 
 
 En la Figura 3 podemos ver los valores de fosforilación en tirosina 
que presenta Sam68 a lo largo de una diferenciación en las células 3T3-
L1. Estos se mantienen bajos y estables en las 3 primeras condiciones 
mientras que a partir de entonces parece que la fosforilación en tirosina de 
Sam68 se dispara gradualmente en cada una de las condiciones restantes 
hasta alcanzar el máximo, a día 8, con valores que triplican los vistos en 















Figura 3: Análisis por western blot de una inmunoprecipitación de Sam68 con 4G10. Se puede ver la tirosín-
fosforilación de Sam68 a lo largo de la diferenciación. Los cultivos se mantuvieron con medio de crecimiento 
hasta el día 0, donde se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), 
isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con 
medio de crecimiento más insulina (500nM). Las células fueron lisadas en cada uno de los días indicados, 
después se inmunoprecipitaron sus proteínas con Sam68 separadas mediante electroforesis y la detección se 
hizo mediante western-blot usando el anticuerpo α-p-Tyr (4G10) y α-Sam68 como control. Las barras de error 
representan la media ± error estándar de la media de 3 experimentos independientes.  
AB: Sam68 (68 KDa) 
AB: p-Tyr (68 KDa) 









Para estudiar el papel que Sam68 puede tener en la adipogénesis 
se transfectaron las células 3T3-L1 con el vector Sam68-PCDNA3 el día 
previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Los resultados que se 
muestran en la Figura 4 reflejan el patrón de expresión génica a lo largo 
de todo el proceso de diferenciación cuando se sobreexpresa Sam68. En 
ella vemos como los niveles de expresión se mantienen en una tendencia 
ascendente hasta llegar al máximo en la última condición, con valores que 
duplican a los encontrados a día 0. Con respecto a los niveles de proteína, 
vemos reflejado en la Figura 5 los datos de sobreexpresión, por western-
blot, de Sam68. Se observa un patrón similar al encontrado en la 
expresión génica de Sam68, aumentando significativamente en cada una 
de las condiciones hasta alcanzar un máximo al final del proceso. Con 
estos datos se confirma que la sobreexpresión de Sam68, realizada en el 
día -1 antes de añadir el cóctel de diferenciación, ha provocado un 
aumento en los niveles de expresión y cantidad de proteína en todas las 
condiciones analizadas. 
 
Figura 4: Expresión relativa de Sam68 a lo largo de la diferenciación. Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de 
crecimiento hasta el día 0, donde se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona 
(DXM 250nM), isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa 
diferenciación con medio de crecimiento más insulina (500nM). Se aisló el ARN en cada una de las 
condiciones para posterior detección de los niveles de ARNm de Sam68 por qPCR. Para la sobreexpresión se 
transfectaron las células 3T3-L1 con el vector Sam68-PCDNA3 el día previo a la inducción de la 



































































































Figura 5: Western-blot de Sam68; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde se 
añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino 
(IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento 
más insulina (500nM). Para la sobreexpresión se transfectaron las células 3T3-L1 con el vector Sam68-
PCDNA3 el día previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de 
los días indicados, sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot 







Siguiendo con el mismo procedimiento, nos propusimos estudiar 
el comportamiento de  C/EBP cuando se sobreexpresa Sam68. Dicho 
factor de transcripción es junto a su homónimo δ uno de los principales 
activadores de la diferenciación, siendo muy importante en las primeras 
horas después de la inducción y promoviendo la expresión de genes 
encargados de entrar en la transición de fase G1 a S de la fase de 
expansión clonal de la diferenciación del adipocito. 
 
En las Figuras 6 y 7 se muestran los resultados obtenidos para 
C/EBP , tanto de expresión génica (Figura 6) como de cantidad de 
proteína (Figura 7). Los valores de expresión génica encontrados cuando 
sobreexpresamos Sam68 nos muestran como el patrón a lo largo de la 
diferenciación no cambia, y los niveles de sobreexpresión se mantienen 
más altos que en el control en todas las condiciones, oscilando entre 
AB: Tubulina (55KDa) 
AB: Sam68 (68KDa) 





































valores con más del doble justo después de la transfección con el 
plásmido, hasta un mínimo del 60% extra alcanzado a día 2. Con respecto 
al experimento de western-blot (Figura 7) encontramos que las diferencias 
entre el control y la sobreexpresión de Sam68 se suavizan: máxima 
diferencia a día 0 con un 50% más que el control mientras que la 
diferencia mínima se ve en última condición. También se observa que los 
niveles sobreexpresados mantienen el mismo patrón general que las 
















Figura 6: Expresión relativa de C/EBPβ a lo largo de la diferenciación. Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de 
crecimiento hasta el día 0, donde se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 
250nM), isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación 
con medio de crecimiento más insulina (500nM). Se aisló el ARN en cada una de las condiciones para posterior 
detección de los niveles de ARNm de C/EBPβ por qPCR. Para la sobreexpresión se transfectaron las células 3T3-L1 
con el vector Sam68-PCDNA3 el día previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las barras de error 














































































Figura 7: Western-blot de C/EBPβ; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde se 
añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino (IBMX 
500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento más insulina 
(500nM). Para la sobreexpresión se transfectaron las células 3T3-L1 con el vector Sam68-PCDNA3 el día previo a la 
inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de los días indicados, sus proteínas 
separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot usando el anticuerpo α- C/EBPβ. Las 





  Siguiendo con los factores de transcripción estudiados, quisimos 
ver si la expresión de C/EBP δ se afectaba por la sobreexpresión de 
Sam68. Este factor de transcripción, tal y como hablamos en el apartado 
anterior, parece tener un papel primordial en las fases más tempranas de 
la diferenciación del adipocito, al igual que C/EBP- Entre las funciones 
más importantes extraemos su papel fundamental en la expansión clonal 
mitótica y en la activación de genes como C/EBP y C/EBP α. 
 
En la Figura 8 se observa una tendencia al alza en cada una de las 
condiciones, con una diferencia máxima en el último día registrado. De 
los factores de transcripción estudiados en esta tesis es el único gen donde 
se observa como la sobreexpresión de Sam68 parece provocar un cambio 
de patrón con respecto a su control  a lo largo de la diferenciación, con el 
máximo alcanzado en la última condición. Al igual que en los casos 
anteriores se observa (Figura 9) que los niveles de proteína obtenidos 
mediante densitometría óptica de los western-blots de lisados celulares, se 
AB: Tubulina (55 KDa) 
AB: C/EBP β (35 KDa) 












































correlacionan bastante bien con los obtenidos por qPCR, con un patrón 
muy similar y valores algo inferiores a los encontrados en expresión.  
Figura 8: Expresión relativa de C/EBPδ a lo largo de la diferenciación. Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de 
crecimiento hasta el día 0, donde se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 
250nM), isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación 
con medio de crecimiento más insulina (500nM). Se aisló el ARN en cada una de las condiciones para posterior 
detección de los niveles de ARNm de C/EBPδ por qPCR. Para la sobreexpresión se transfectaron las células 3T3-
L1 con el vector Sam68-PCDNA3 el día previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las barras de error 



















Figura 9: Western-blot de C/EBPδ; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde 
se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino 
(IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento 
más insulina (500nM). Para la sobreexpresión se transfectaron las células 3T3-L1 con el vector Sam68-
PCDNA3 el día previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de 
los días indicados, sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot 
usando el anticuerpo α-C/EBPδ. Las barras de error representan la media ± error estándar de la media de 3 






































AB: C/EBP δ (29 KDa) 
AB: Tubulina (55 KDa) 







En la Figura 10 se muestran los datos de expresión obtenidos de C/EBPα, 
otro de los factores de transcripción que se inducen de forma secuencial 
tras la expresión de los factores C/EBP beta y delta, así el incremento en 
la expresión son mayores en tiempos tardíos de la diferenciación. Se 
comprueba que cuando se sobreexpresa Sam68 los valores de diferencia 
con el control se mantienen estables en la mayoría de las condiciones, en 
un rango entre 5 y 6 veces más, sin duda la diferencia más amplia con 
respecto a los demás genes estudiados en esta tesis.  
 
Con respecto a los resultados de western-blot (Figura 11) se 
muestran diferencias mucho más suaves que los niveles encontrados 
cuando se sobreexpresa Sam68 con respecto al control tal y como 
encontramos en anteriores genes estudiados. La dinámica encontrada es 
prácticamente la misma que la vista en las células control con la 
diferencia que en la condición previa a la diferenciación se hayan valores 
casi mínimos de proteínas, mientras que en la gráfica de expresión, en ese 
mismo estado de preadipocito, los valores son más altos. 
Figura 10: Expresión relativa de C/EBPα a lo largo de la diferenciación. Se cultivaron las 3T3-L1 con medio 
de crecimiento hasta el día 0, donde se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona 
(DXM 250nM), isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa 
diferenciación con medio de crecimiento más insulina (500nM). Se aisló el ARN en cada una de las 
condiciones para posterior detección de los niveles de ARNm de C/EBPα por qPCR. Para la sobreexpresión se 
transfectaron las células 3T3-L1 con el vector Sam68-PCDNA3 el día previo a la inducción de la 





































































Figura 11: Western-blot de C/EBPα; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde 
se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino 
(IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento 
más insulina (500nM). Para la sobreexpresión se transfectaron las células 3T3-L1 con el vector Sam68-
PCDNA3 el día previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de 
los días indicados, sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot 





 Por último nos centramos en el factor de transcripción que 
finalmente guía la diferenciación final del preadipocito: PPAR-gamma. 
En la Figura 12 se muestran los valores recogidos por qPCR, cuando se 
sobreexpresa Sam68. Como puede verse los valores van aumentando 
gradualmente hasta llegar a casi cuadruplicar dichos valores en el día 8. 
La Figura 13 representa por western-blot los niveles de PPARƔ y reflejan 
un comportamiento casi idéntico al hallado en la gráfica anterior.  
Para terminar con los resultados de sobreexpresión se analiza la 
gráfica que muestra los niveles de proteína por western-blot. Como en 
casi todos los casos anteriores se puede ver que la dinámica a lo largo de 
la diferenciación es casi idéntica que la encontrada por qPCR. Además, 
solo se observa una diferencia algo menos acentuada en las diferentes 
condiciones estudiadas, que las vistas en expresión génica, corroborando 







































AB: C/EBP α  (42 KDa) 
AB: Tubulina (55 KDa) 






Figura 12: Expresión relativa de PPARƔ a lo largo de la diferenciación. Se cultivaron las 3T3-L1 con medio 
de crecimiento hasta el día 0, donde se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona 
(DXM 250nM), isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa 
diferenciación con medio de crecimiento más insulina (500nM). Se aisló el ARN en cada una de las 
condiciones para posterior detección de los niveles de ARNm de PPARƔ por qPCR. Para la sobreexpresión se 
transfectaron las células 3T3-L1 con el vector Sam68-PCDNA3 el día previo a la inducción de la 


















Figura 13: Western-blot de PPARƔ; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde 
se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino 
(IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento 
más insulina (500nM). Para la sobreexpresión se transfectaron las células 3T3-L1 con el vector Sam68-
PCDNA3 el día previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de 
los días indicados, sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot 












































































AB: PPAR γ  (57 KDa) 
AB: Tubulina (55 KDa) 





En resumen podemos decir que la sobreexpresión de Sam68 afecta 
de una forma importante, tanto en expresión génica como en cantidad de 
proteína, a los factores de transcripción C/EBP aquí estudiados (α, β, δ) y 
de PPARƔ durante el proceso de la diferenciación del adipocito murino; 










 Para completar el presente estudio y conocer algo más sobre el 
posible papel que Sam68 puede tener en la adipogénesis se transfectaron 
las células con un SiRNA de Sam68 para conseguir una inhibición 
durante el máximo tiempo posible de la diferenciación del adipocito. Para 
poder comparar los resultados, esta técnica se realizó en las mismas 
condiciones que se hizo con la sobreexpresión, es decir, el día previo a la 
inducción de la diferenciación (día -1).  
  
 Los resultados que se muestran en la Figura 14 reflejan el patrón 
de cantidad de proteína a lo largo de toda la diferenciación cuando se 
inhibe Sam68. En él se observa cómo la disminución de Sam68 se va 
acrecentando con los días, pasando de valores de inhibición del 15-20% 
en los primeras condiciones post-transfección a un aumento significativo 
en los siguientes, alcanzando un máximo del 80% con respecto al control 
en la penúltima condición estudiada; por lo que se consiguió el objetivo 






























































Figura 14: Western-blot de Sam68; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde 
se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino 
(IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento 
más insulina (500nM). Para la inhibición se transfectaron las células 3T3-L1 con el SiRNA para Sam68 el día 
previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de los días indicados, 
sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot usando el 







Siguiendo con el mismo procedimiento, nos propusimos estudiar 
el comportamiento de  C/EBP-cuando se inhibe Sam68. Recordemos 
que dicho factor de transcripción es junto a su homónimo δ uno de los 
principales activadores de la diferenciación, siendo muy importante en las 
primeras horas de inducción y promoviendo la expresión de genes 
encargados de entrar en la transición de fase G1 a S de la etapa de 
expansión clonal de la diferenciación del adipocito. 
 
En la Figura 15 se muestra, por western-blot, los valores 
alcanzados por C/EBP-β cuando se inhibe Sam68 a lo largo de la 
diferenciación. Al contrario de lo que ocurre en el anterior caso, donde se 
encuentran las máximas diferencias en las últimas condiciones, aquí 
AB: Tubulina (55 KDa) 
AB: Sam68 (68 KDa) 











































observamos lo contrario. Aparecen unos niveles de inhibición mayores en 
los días 0, 2 y 4, llegado al 40% en este último caso.  
 
Aunque el cambio en la disminución de expresión es bastante 
claro queda patente que no existe una variación en la dinámica general de 























Figura 15: Western-blot de C/EBP β; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde 
se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino 
(IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento 
más insulina (500nM). Para la inhibición se transfectaron las células 3T3-L1 con el SiRNA para Sam68 el día 
previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de los días indicados, 
sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot usando el 






  Siguiendo con los factores de transcripción estudiados, también 
quisimos continuar viendo si la expresión de C/EBP-δ se afectaba o 
alteraba por la inhibición de Sam68. Este factor de transcripción, tal y 
como hablamos en el apartado anterior, parece tener un papel primordial 
en las fases más tempranas de la diferenciación del adipocito, al igual que 
ocurre con C/EBP- Recordamos que entre las funciones más 
importantes extraemos su papel fundamental en la expansión clonal 
mitótica y en la activación de genes tales como C/EBP-y C/EBP-α. 
AB: Tubulina (55 KDa) 
AB: C/EBP β (55 KDa) 





 Se muestra más abajo la Figura 16 de esta tesis, donde se ven los 
valores alcanzados de C/EBPδ cuando se inhibe Sam68 en la 
diferenciación adipocitaria. Se puede ver que las diferencias con el 
control son menos evidentes que en el anterior caso, por lo que parece que 
una disminución de Sam68 afecta a esta proteína de una forma menos 
clara que C/EBP-.  
 
 Tal y como se refleja en la gráfica, podemos confirmar que la 
dinámica general a todo lo largo de la diferenciación también se mantiene, 
al contrario de lo visto en el mismo caso con la sobreexpresión de Sam68, 
por lo que resultaría interesante conocer algo más sobre los posibles 
mecanismos de actuación de esta proteína, sin duda la menos conocida de 

















Figura 16: Western-blot de C/EBP δ; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde 
se añadió el cóctel de diferenciación durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino 
(IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento 
más insulina (500nM). Para la inhibición se transfectaron las células 3T3-L1 con el SiRNA para Sam68 el día 
previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de los días indicados, 
sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot usando el 











































AB: C/EBP δ (29 KDa) 







En la Figura 17 se muestran los datos de cantidad de C/EBP-α, 
otro de los factores de transcripción más importantes descritos hasta la 
fecha en el proceso de diferenciación del preadipocito murino y humano. 
También podemos ahora mencionar de nuevo el papel fundamental que 
tanto C/EBP-α junto con PPAR-γ llevan a cabo en la activación de los 
genes imprescindibles para desarrollar todo el metabolismo del adipocito 
maduro. 
En este caso llama la atención que solo en las dos últimas 
condiciones parece haber una diferencia considerable, ya que en todos los 
días estudiados anteriores la inhibición de Sam68 no parece provocar una 
disminución de C/EBPα más allá del 10-15%. Sin embargo en el octavo 
día se aprecia una reducción de casi el 50% comparado con el control. 
 
Estudiando el patrón global de C/EBPα con la inhibición de 
Sam68 se ve cómo los valores se mantienen más o menos estables 
prácticamente desde el comienzo de la diferenciación. Así a día 0 
encontramos casi los mismos niveles de este factor de transcripción que 
















Figura 17: Western-blot de C/EBPα; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde 
se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino 
(IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento 
más insulina (500nM). Para la inhibición se transfectaron las células 3T3-L1 con el SiRNA para Sam68 el día 
previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de los días indicados, 
sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot usando el 
anticuerpo α-C/EBPα. Las barras de error representan la media ± error estándar de la media de 3 experimentos 
independientes. 







































AB: C/EBP α (42 KDa) 







 Por último nos centramos en el otro factor de transcripción que 
parece guiar la diferenciación del preadipocito: PPAR-Ɣ. En la Figura 18 
se muestran los valores recogidos por “western-blot” cuando se inhibe 
Sam68. Como en el caso anterior puede verse que los valores van 
aumentando menos gradualmente que en el control hasta llegar a 
conseguir una disminución máxima de un 20% en la última condición. Al 
igual que ocurría también con C/EBPα solo se aprecia una inhibición 


















Figura 18: Western-blot de PPARγ; Se cultivaron las 3T3-L1 con medio de crecimiento hasta el día 0, donde 
se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino 
(IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento 
más insulina (500nM). Para la inhibición se transfectaron las células 3T3-L1 con el SiRNA para Sam68 el día 
previo a la inducción de la diferenciación (día -1). Las células fueron lisadas en cada uno de los días indicados, 
sus proteínas separadas mediante electroforesis y la detección se hizo mediante western-blot usando el 








AB: Tubulina (55 KDa) 












































4.  CUANTIFICACIÓN DE TRIGLICÉRIDOS 
 
 Para comprobar que todos estos cambios observados en la 
expresión génica de alguno de los principales factores de transcripción de 
la diferenciación del adipocito se traducen en cambios en el metabolismo 
lipídico, se propuso un experimento de cuantificación de triglicéridos, 
donde se utilizaron los lisados celulares de cultivos que tanto 
sobreexpresaban como inhibían Sam68 (usando también el mismo 
protocolo de diferenciación y de transfección descritos anteriormente). 
Los resultados se obtuvieron del analizador multicanal de Roche: Cobas 
Integra 6000™, capaz de medir triglicéridos. 
La Figura 19 refleja cómo a partir del día 2, momento en el cual 
los cultivos dejan de ser suplementados con dexametasona e IBMX, 
existe una diferencia importante en los valores hallados, incrementándose 
ligeramente esta diferencia en las dos condiciones siguientes, hasta 
alcanzar a día 8 un 12% más de triglicéridos en los cultivos donde se 
sobreexpresa Sam68 mientras que con la inhibición se almacenó un 19% 
menos de triglicéridos en las células. 
Figura 19. Representación de los valores de triglicéridos acumulados en las células 3T3-L1  a lo 
largo de la diferenciación sobreexpresando Sam68. Se cultivaron las células con medio de crecimiento hasta el 
día 0, donde se añadió el cóctel de diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), 
isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina (500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con 
medio de crecimiento más insulina (500nM). Para la sobreexpresión e inhibición se transfectaron las células 
con el vector Sam68-PCDNA3 el día previo a la inducción de la diferenciación (día -1), mientras que para la 
inhibición se usó SiRNA para Sam68. Los lisados fueron recogidos a días 2, 6 y 8 en una dilución 1/100 y 
posteriormente analizados por el analizador multicanal Cobas Integra 6000. Las barras de error representan la 
media ± error estándar de la media de 3 experimentos independientes. 





5.  MORFOLOGÍA CELULAR 
 
Con los visto hasta ahora podemos deducir que Sam68 realmente 
puede estar modulando todo este proceso, ya que su cambio de expresión 
parece provocar cambios muy pronunciados tanto en los genes 
adipogénicos que hemos estudiado como en el metabolismo lipídico. La 
Figura 20 representa, mediante una técnica de coloración de triglicéridos 
(Oil Red) los cambios morfológicos registrados en las células a diferentes 
días (se usó el mismo protocolo de diferenciación descrito anteriormente), 
comparando los cultivos que sobreexpresan e inhiben Sam68 con su 
control. Esta figura muestra con claridad, cómo las células de la columna 
de la izquierda (inhibición) aparecen con una coloración bastante menos 
marcada (por lo tanto almacenan una menor cantidad de triglicéridos) que 
sus “hermanas” de la derecha, las cuales sobreexpresan Sam68,  todas 






















Figura 20: Fotos tomadas de microscopio óptico (Axiovert CFL de Zeiss) de cultivos de 3T3-L1 a días -4, +4 y +8 tratadas 
con “oil-red”. Los cultivos se mantuvieron con medio de crecimiento hasta el día 0, donde se añadió el cóctel de 
diferenciación, durante 2 días, con Dexametasona (DXM 250nM), isobutilmetilxantino (IBMX 500nM) e insulina 
(500nM). Continuamos hasta la completa diferenciación con medio de crecimiento más insulina (500nM). Las células 
fueron fijadas y tratadas con “oil red” en cada uno de los días indicados. 
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Como hemos descrito anteriormente Sam68, es una proteína 
STAR (transductor de señales y activador del metabolismo de ARN) 
[90,91] implicada en la transducción de señales y la activación del 
metabolismo del ARN a través de su dominio de homología KH 
(homología a hnRNP) [92-94].  
 
Nuestro grupo ha participado en el estudio del papel de Sam68 en 
diferentes procesos bioquímicos, sobre todo en respuesta a insulina y 
leptina y en los puntos que tienen en común, como son las vías de 
señalización MAPK y PI3K [30]. 
 
  Sam68 fue descrita como una proteína nuclear [217], aunque 
puede translocarse desde el núcleo al citoplasma donde participa en 
numerosas vías de señalización. El hecho de que Sam68 esté presente en 
el citoplasma de células CHO que sobreexpresaban el receptor de 
insulina, y sobre todo presente casi exclusivamente en el citoplasma de un 
tipo celular diana de la insulina como es el adipocito, fue suficiente para 
proponer a Sam68 como una molécula de señalización para el receptor de 
insulina. De hecho, la estimulación con insulina parece inducir una 
localización aún mayor en el citoplasma en células CHO-IR, lo cual 
sugiere que hay suficiente cantidad de Sam68 presente en el citoplasma 
para jugar su posible papel en la señalización del receptor de insulina. 
Además, se ha encontrado que Sam68 es fosforilado en tirosina y 
reclutado para la señalización en respuesta a la leptina [30,130,158].  
 
El proceso de la diferenciación del adipocito, como sabemos, es 
complejo. C/EBP (CCAAT-enhancer-binding protein) δ y β son los 
primeros factores de transcripción conocidos activos que intervienen en la 
diferenciación. De hecho, los niveles máximos de expresión de dichos 
factores se concentran en los primeros días, por lo que se cree que se 
encargan de dirigir la maduración. La actividad de dichas proteínas 
controla la expresión de PPAR-Ɣ (peroxisome proliferator-activated 
receptor Ɣ)  y de C/EBPα, que son los factores de transcripción más 
importantes en este proceso y que van a activar multitud de genes 
implicados en las funciones de los adipocitos maduros, que van desde el 
metabolismo lipídico hasta la secreción de adipocinas; por lo que una vez 





que los niveles de C/EBPδ y β comiencen a disminuir será cuando, tanto 
PPAR-Ɣ como C/EBP-α, tomen la iniciativa y el protagonismo creando y 
manteniendo el fenotipo maduro [43]. 
 
En cuanto a la relación de Sam68 con la adipogénesis se ha visto 
que Sam68 podría estar implicado en la diferenciación del adipocito. 
Como se dijo en la introducción, ratones KO de Sam68 presentan una 
resistencia a la pérdida de hueso con el envejecimiento, a través de un 
mecanismo donde Sam68 parece regular la diferenciación de células 
estromales de la médula ósea a adipocitos. Estos ratones parecen 
preservar su masa ósea con el envejecimiento en contraste con ratones 
control. Además se ha visto que los fibroblastos de estos ratones KO 
presentan una disminuida capacidad de diferenciación a adipocitos en 
presencia de pioglitazona (agonista de PPARƔ) y que en una sección del 
hueso el contenido de adipocitos es menor que el de los ratones control, lo 
que parece indicar que Sam68 regula positivamente la diferenciación de 
las células mesenquimales de la médula ósea a adipocitos y regula 
negativamente la diferenciación a osteoblastos siendo este proceso el que 
puede estar detrás de la pérdida de masa ósea con el envejecimiento 
[183]. 
 
En otro trabajo con estos mismos ratones, se ha visto que la 
adipogénesis disminuida por la ausencia de Sam68 se debe a un defecto 
en la regulación del splicing alternativo de mTOR lo que conduce a un 
transcrito inestable por contener un codón STOP prematuro [181].  
 
Por otro lado, la inhibición de mTor mediante rapamicina se ha 
visto que reprime la diferenciación en adipocitos 3T3-L1 por bloqueo de 
la expansión clonal en las primeras etapas del proceso [218] y también a 
lo largo del mismo por afectación de la vía de señalización de la insulina 
[219]. Recientemente se ha publicado otro estudio muy relacionado con lo 
anterior, que demuestra que la endostatina también inhibe la adipogénesis 
a través de mTor; más concretamente el estudio nos desvela cómo esta 
interacciona con Sam68 afecta negativamente la regulación del splicing 
alternativo del intrón 5 de mTor [220]. 
 
Otro estudio de ese mismo año publica resultados con el gen 
S6K1, y cómo la depleción de Sam68 también afecta al splicing 
alternativo de este gen provocando defectos en adipogénesis [214,214]. 





En cuanto a las etapas finales de la diferenciación, el tratamiento 
con rapamicina en células 3T3 no parece afectar significativamente los 
niveles de proteína de C/EBP- y  pero sí los de PPAR- y C/EBP. 
Además, el bloqueo con rapamicina inhibe la expresión de otros 
marcadores adipogénicos como adipsina y p21CIP que son objetivos de 
PPAR- [191]. 
 
Viendo todos estos estudios donde se informa de la importancia 
del splicing-alternativo en la diferenciación del adipocito se comenta que 
existen muchos genes que participan en la dicha diferenciación y 
presentan diferentes isoformas mediante splicing alternativo, así PPARƔ 
da lugar a dos variantes PPARƔ1 y 2 [221], Pref-1 factor del preadipocito 
da lugar a 5 variantes [222] y lipin presenta dos isoformas  y  [223]. 
 
Además merece mención un estudio del año pasado que recoge 
que la inhibición de Sam68 provoca, junto con una reducida capacidad 
adipogénica y un menor peso corporal en los ratones estudiados, una 
disminución de los depósitos de tejido adiposo blanco, y un incremento 
en la cantidad de tejido adiposo marrón [224], que demuestra una vez más 
el papel que parece desempeñar Sam68 en la homeostasis energética del 
organismo. 
 
Con estos antecedentes y dado que Sam68 participa en el control 
del ciclo celular, en la regulación del splicing alternativo y en la vía de 
señalización de la insulina, nuestra hipótesis de partida era que Sam68 
debía tener un papel importante tanto al inicio de la diferenciación como a 
lo largo de todo el proceso y que como resultado debían verse afectados 
los niveles de expresión de los factores de diferenciación que afectan a 
todas estas etapas. El interés añadido de esta Tesis es que por primera vez 
se describe cómo se ven afectados los niveles de Sam68, (hasta la fecha 
solo se conocían resultados de cómo afecta la ausencia de Sam68 a la 
diferenciación). Además, hemos demostrado mediante sobreexpresión 
ectópica de Sam68 que efectivamente esta proteína actúa desde el 
principio hasta el final de la diferenciación afectando a los niveles de 
expresión del resto de los marcadores adipogénicos lo que se traduce en 
una mayor y más efectiva diferenciación del adipocito; mientras que su 
inhibición produce exactamente lo contrario. 
 
 





1. EXPRESIÓN DE SAM68 EN EL PROCESO DE 
DIFERENCIACIÓN DE LOS ADIPOCITOS. 
 
Los resultados muestran un nivel alto de Sam68 2 días antes de la 
adición del estímulo de diferenciación quedando patente una disminución 
progresiva de Sam68 en las primeras fases de la misma; a partir de 
entonces encontramos una dinámica creciente de las cantidades de Sam68 
aumentando hasta alcanzar el máximo en los últimos días.  
 
Los primeros eventos de la diferenciación del adipocito, como son 
la parada del crecimiento por confluencia y la expansión clonal, vienen 
acompañados por complejos cambios en el patrón de la expresión de 
genes. Dos días después de alcanzar la confluencia es cuando se añade al 
cultivo de 3T3-L1 el estímulo de diferenciación, es entonces cuando los 
preadipocitos de forma sincronizada entran en expansión clonal mitótica. 
Los adipocitos pasan el punto de control de la transición G1/S y C/EBP- 
(que comienza a activarse de 2 a 4 horas después de la adición del 
estímulo) adquiere la capacidad de unirse al ADN y de promover la 
transcripción de genes adipogénicos que producen el fenotipo final del 
adipocito [51]. 
 
Por todo esto en el caso de Sam68 nos encontramos con unos 
niveles altos en la condición de preadipocito (día -2) que irán 
disminuyendo a lo largo de las 2 siguientes condiciones (hasta el día +2, 
mínimo alcanzado en todo el proceso). Esta expresión disminuida de 
sam68 al alcanzar la confluencia con respecto a la fase de crecimiento es 
consistente con el reconocido papel de Sam68 en la proliferación celular.  
 
A partir del 2º-4º día de post-inducción de la diferenciación se 
activa la expresión de los principales marcadores tardíos (C/EBP y 
PPAR-). Del mismo modo los niveles de Sam68 también comienzan a 
incrementarse a partir del 4º día post-diferenciación hasta llegar a niveles 
máximos hacia el final del proceso. Dado que Sam68 tiene importantes 
funciones en regulación postranscripcional y en señalización celular, sería 
lógico pensar que este incremento paralelo a C/EBPα y PPARƔ sea 
necesario para que se produzca la consecuente estimulación de genes 
proadipogénicos que van a determinar la adquisición del fenotipo final del 
adipocito. Conforme se avanza en la diferenciación, encontramos un 
aumento en la expresión de receptores de insulina [225,226] y leptina 





[227,228]; esto conlleva un aumento en la expresión y el número de 
proteínas de estas vías de señalización, siendo Sam68, como hemos dicho, 
partícipe en ambas [126,133]. El papel de Sam68 como mediador en la 
vía de señalización del receptor de la insulina explicaría el aumento en sus 
niveles. De hecho, nuestro grupo ha demostrado que la estimulación con 
insulina estimula la expresión de Sam68 en diferentes sistemas [154]. 
 
En cuanto a la regulación postranscripcional, como ya se ha dicho 
anteriormente, Sam68 tendría un papel en la regulación del splicing 
alternativo de mTOR. Ya que la vía PI3K/PKB/mTOR estimulada por la 
insulina en el proceso de diferenciación es una de las principales 
responsables de incrementar la expresión de C/EBPα y PPARƔ se podría 
pensar que también lo fuera del incremento de la expresión de Sam68. 
Desde este punto de vista, si el aumento en la expresión de Sam68 está 
regulado por la vía de mTOR, estaríamos hablando de una 
autorregulación positiva de Sam68 en el proceso de diferenciación desde 
las primeras etapas hasta las últimas. Sin embargo, la comprobación de 
este hecho requerirá experimentos adicionales. 
 
 
2. FOSFORILACIÓN EN TIROSINA DE SAM68 DURANTE LA 
ADIPOGENESIS 
  
 Como ya hemos comentado en este trabajo Sam68 es una proteína 
STAR, con capacidad de unión a ARN que además contiene una 
secuencia NLS o señal de localización nuclear en su extremo carboxi-
terminal, por lo que en la mayoría de casos presenta unas funciones 
predominantemente localizadas en el núcleo celular. 
 
 Nuestro grupo ha podido confirmar cómo Sam68 también 
participa como molécula adaptadora en vías de señalización o en la 
respuesta a la activación de los receptores de membrana tales como el 
receptor de insulina o de leptina; incluso un estudio se ha declinado por 
la posibilidad de que este tipo de proteínas (proteínas de unión a ARN, 
como Sam68) sea un punto de convergencia de las vías de señalización 
de PI3K y p38MAPK [229]; por lo que en determinadas situaciones y 
tejidos se puede encontrar a Sam68 ejerciendo funciones citoplasmáticas.  
 





 Con respecto a la fosforilación en tirosina de Sam68 existen 
numerosos estudios que demuestran que dicha fosforilación provoca una 
pérdida en su capacidad de unión a ARN [153], mientras que, por otro 
lado, también presenta una apetencia por dominios SH2 como los de la 
familia de quinasas Src, RasGAP o Itk/Tec. Además, nuestro grupo de 
investigación ya presentó un estudio donde se demostraba que una 
activación de la vía de la leptina provoca un aumento tanto en la tirosín 
fosforilación de Sam68 como en su expresión [160]. En el caso de la vía 
de señalización de la insulina se evidenció también cómo Sam68 
aumenta su expresión cuando la célula es estimulada por insulina y es 
fosforilada y reclutada como molécula adaptadora de dicha vía [154,230]. 
Por todo lo anterior, nos inclinamos a realizar en esta tesis la medición de 
los niveles de fosforilación en tirosina de Sam68, ya que durante el 
proceso de la diferenciación del adipocito existe un aumento tanto en el 
número de receptores de leptina como de insulina [216-219]. 
 
 Los resultados muestran que la fosforilación se mantiene baja 
durante las 3 primeras condiciones. Estas primeras fases tienen en común 
procesos de ciclo celular (mitosis, expansión clonal, etc.,) donde Sam68 
parece tener un papel fundamental en la transición de la fase G1 al S del 
ciclo celular  [149].  
 
 Por el contrario, a partir del segundo día post-inducción de la 
diferenciación es cuando se observan cómo los niveles de tirosín 
fosforilación de Sam68 empiezan a aumentar progresivamente hasta 
alcanzar el máximo nivel en la última condición de nuestro experimento. 
Viendo estos resultados nos refuerza la idea que Sam68 podría estar 
implicado como molécula adaptadora de las vías de señalización tanto de 
la insulina como de la leptina ya que, como hemos comentado, tanto la 
expresión de los receptores como la activación de ambas vías 
metabólicas en la diferenciación del adipocito se producen de manera 
paralela a los resultados de fosforilación observados en esta tesis, con 









 3. EFECTOS DE LA SOBREEXPRESIÓN E INHIBICIÓN DE 




Con respecto a la sobreexpresión vemos que la transfección de 
células 3T3-L1 un día antes de la adición del estímulo de diferenciación 
condujo a la expresión de niveles máximos y constantes de Sam68 a lo 
largo de todo el proceso de diferenciación a partir del día cero. Estos 
valores estaban por encima de los valores normales de expresión. El 
objetivo de este experimento era determinar si el patrón normal de 
expresión de los principales factores de diferenciación era dependiente de 
la alteración de los niveles normales de expresión de Sam68. 
 
Con la inhibición se encontró que, aunque se observa que tuvo 
éxito apenas 24 horas después de la transfección, las mayores diferencias 
se encuentran en las últimas condiciones. Por esto, se esperaba que 
C/EBPβ y δ, mucho más activos en los primeros días de diferenciación, se 
vieran menos afectados por la inhibición de Sam68. Sin embargo esto no 
se cumplió perfectamente, tal y como se comenta a continuación. 
 
 
- C/EBP β 
 
Es uno de los factores de transcripción más estudiados de la 
diferenciación del adipocito. Comienza a tener importancia en las 
primeras fases del proceso y se cree que controla, junto a la forma δ, la 
expresión de numerosos genes proadipogénicos, también la de los otros 
factores de transcripción más importante en las etapas finales, que son 
C/EBPα y PPARƔ.  
 
Nuestros resultados sobre la expresión de C/EBPβ cuando se 
sobreexpresa Sam68 indican que este marcador de diferenciación es 
sensible a los niveles de Sam68. Así, los mayores niveles de C/EBP se 
presentan a día cero, siendo dos veces superiores a los niveles en 
condiciones de expresión normal de Sam68. Este dato es aún más 
interesante si tenemos en cuenta que el incremento en los niveles de 
C/EBP es independiente del estímulo de diferenciación, puesto que las 
muestras celulares fueron tomadas antes de la adición. Como posible 





continuación de esta Tesis, sería interesante determinar si la 
sobreexpresión de Sam68 conduce a la diferenciación de las 3T3-L1 sin 
adición del estímulo de diferenciación puesto que se ha visto que la 
sobreexpresión ectópica de C/EBPβ es suficiente para inducir la 
diferenciación de estas células sin la adición de inductores hormonales 
[59]. 
Observando los valores de dicho C/EBPβ cuando se inhibe Sam68 
encontramos una gran disminución de los niveles en las primeras 
condiciones después de la inducción de la diferenciación. Existen 
numerosos estudios que demuestran cómo una disminución o inhibición 
de C/EBPβ provoca un descenso, aunque débil, en la capacidad de 
diferenciación en la línea celular 3T3-L1, a través de la vía de 
señalización Wnt o mTor [181], tanto “in vitro” como “in vivo” [60]. 
 
 Volviendo a los resultados de sobreexpresión, donde no existe 
bibliografía al respecto, dicho aumento de la expresión de C/EBPβ 
conduce a un aumento de la capacidad de diferenciación, tal y como se 
refleja en los resultados de acumulación lipídica. De nuevo, podríamos 
especular que el efecto de Sam68 sobre la expresión de C/EBPβ esté 
mediado por mTOR, reforzándose la idea de considerar a Sam68 como 
uno de los primeros y más importante orquestadores de la diferenciación 
del adipocito. Según esto, en las 3T3-L1 el efecto de Sam68 sobre mTOR 
podría ser a través de 3 mecanismos, el 1º implicaría el aumento de los 
niveles de mTOR por regulación positiva de su splicing alternativo, el 2º 
implicaría el aumento en los niveles de expresión de IR que conducirían a 
una mayor actividad de la vía PI3K/PKB/mTOR en condiciones basales y 
el 3º implicaría a la propia Sam68 como proteína mediadora de la vía de 
señalización de insulina que conduce a la activación de mTOR. Sin 
embargo, cualquiera de estas posibilidades tanto de forma conjunta como 
aislada deberá ser comprobada con experimentos adicionales. Resultados 
no publicados de nuestro grupo, muestran que la sobreexpresión de 
Sam68 en células CHO (células de ovario de hámster chino) incrementan 
la sobreexpresión de IR lo que se traduce en una mayor estimulación 
basal de la vía en ausencia de insulina. Además, recientemente, nuestro 
grupo ha publicado que la inhibición de la expresión de Sam68 en células 
de cáncer de mama inhibe la expresión de IRS-1, lo que toda la vía de 
señalización del receptor de insulina podría mediar estos efectos de 
Sam68 [208]. 
  





- C/EBP δ 
 
Es el otro factor de transcripción que precipita todo el mecanismo 
de acción en las primeras etapas de la diferenciación. Se encuentran 
similitudes con su homónimo β, ya que participa en la transcripción de 
numerosas proteínas proadipogénicas como PPARƔ [231]. Sin embargo 
hay estudios que muestran cómo una disminuida capacidad de 
diferenciación no conlleva una rebaja en los niveles de C/EBPδ [181].  
 
Con respecto a los resultados obtenidos en esta Tesis doctoral 
descubrimos un aumento en los niveles de expresión de C/EBPδ cuando 
se sobreexpresa Sam68, encontrando niveles mucho más altos en las 
etapas finales. Al contrario de lo visto en el apartado anterior para 
C/EBPβ, aquí observamos un cambio en el patrón de los niveles a lo largo 
del proceso con respecto al control; siendo las últimas condiciones las que 
presentan valores más altos. Sin embargo, la afectación de los niveles de 
expresión de C/EBPδ también fue independiente de la adición del 
estímulo de diferenciación. 
 
C/EBPδ a diferencia de lo que ocurre con C/EBPβ sí depende de la 
adición de agentes inductores de la diferenciación para inducir 
adipogénesis, [59] sin embargo el incremento de expresión de C/EBPδ 
que se ve a día cero en los experimentos de sobreexpresión de Sam68 es 
alrededor de dos veces mayor que el de las células control, un incremento 
muy similar al visto para C/EBPβ. El hecho de que la sobreexpresión de 
Sam68 induzca la máxima expresión de C/EBPδ hacia los últimos días de 
la diferenciación es algo que no ocurre con C/EBPβ y podría deberse a un 
efecto indirecto desconocido de la sobreexpresión de Sam68. 
Recientemente se han descrito otros papeles para C/EBPδ en tipos 
celulares diferentes del adipocito, donde se ha visto que actúa como 
supresor de tumores, jugando un papel importante en las vías de 
reparación del ADN [38], y en la inflamación donde sus niveles de 
ARNm aumentan tras la estimulación con estímulos inflamatorios [232]. 
En nuestro caso, tan sólo hemos medido niveles de factores relacionados 
con la diferenciación pero no sabemos que otras proteínas pueden haber 
sido afectadas por la sobrexpresión de Sam68. El incremento tardío de la 
expresión de C/EBPδ puede ser una consecuencia indirecta de una 
sobreexpresión o sobrestimulación de las vías inflamatorias como la de 
NF-kB, hipótesis que deberá ser comprobada en futuros trabajos. 





 La inhibición de Sam68 provoca una disminución también en los 
niveles de C/EBPδ, sobre todo en la última parte de la diferenciación. 
Algunos estudios nos hablan de los diferentes medios a través de los 
cuales una disminución como la que nosotros encontramos de C/EBPδ es 
capaz de provocar un efecto antiadipogénico, encontrando variaciones en 
la vía de señalización de AMPK (proteína quinasa activada por AMP 
cíclico) [233] o incluso a través de la vía de Wnt/β-catenina [234].  
 
 
- C/EBP α 
 
 Es uno de los factores de transcripción más estudiados en la 
diferenciación de la línea celular 3T3-L1, como ya se vio anteriormente. 
Lleva a cabo la activación de la mayoría de los genes proadipogénicos de 
las últimas etapas de la diferenciación del adipocito. De hecho junto con 
PPARƔ y C/EBPβ son los únicos factores de transcripción que cuando se 
sobreexpresan en preadipocitos 3T3-L1 inducen adipogénesis en ausencia 
de inducción hormonal [65-67]. Existen numerosos estudios que muestran 
la correlación entre el grado de adipogénesis en 3T3-L1 y la expresión de 
C/EBPα, por lo que un aumento de C/EBPα conduciría a un aumento en 
la capacidad de adipogénesis y viceversa [235]. En nuestro caso se 
observa un aumento importante en los niveles de C/EBPα cuando se 
sobreexpresa Sam68, por lo que resulta interesante pensar que, como en 
los anteriores datos obtenidos hasta ahora con los demás factores de 
transcripción estudiados, la sobreexpresión de Sam68 llevaría a un 
aumento en la capacidad de adipogénesis murina mientras que la 






 Para terminar con los datos obtenidos con respecto a los factores 
de transcripción más importantes de la diferenciación, cuando 
sobreexpresamos Sam68, encontramos que  PPARγ  presenta datos 
similares a los casos anteriores. Existe literatura que en este caso también 
relaciona capacidad adipogénica con niveles de PPARƔ [191,236].  
 





 Con respecto a la inhibición, ya mencionamos anteriormente, que 
hay un estudio que muestra una reducción en la capacidad adipogénica 
cuando se inhibe Sam68, y que esto se realiza a través de la vía mTor, 
donde Sam68 parece participar de forma esencial en el control post-
transcripcional de este gen que participa principalmente en la síntesis de 
proteínas [181]. Con esto deducimos las mismas ideas que en el caso 
anterior con C/EBPα, relacionando un aumento de cantidad de proteínas 











La sobreexpresión de Sam68 provoca un aumento en los niveles de los 
factores de transcripción estudiados y en todas las condiciones sin variar, en 
general, el patrón o dinámica encontrada en los controles. El aumento de 
Sam68 en el proceso de diferenciación, sobre todo en las etapas finales, 
podría hacer pensar que Sam68 tendría un importante papel como proteína 
acopladora en las vías de señalización implicadas en el proceso, como la vía 
de la insulina y de la leptina. Respecto a la inhibición se comprobó que ocurre 
justo lo contrario, y es explicado con el estudio mencionado en el apartado 
anterior [181], donde relacionan la adipogénesis con la función de Sam68 
como proteína reguladora del corte-empalme alternativo del gen mTor. 
Además, nuestros resultados de fosforilación, de morfología y de 
acumulación de triglicéridos, concuerdan con la idea que Sam68 podría 
modular el proceso y nos abre la puerta de la posible importancia que podría 














































Una vez expuesta la parte experimental de este trabajo y 
discutidos los resultados del mismo, concluimos los siguientes puntos: 
 
 1. – La expresión de Sam68 disminuye al detenerse el 
crecimiento de las células 3T3-L1, y se incrementa progresivamente a 
lo largo de la diferenciación de los adipocitos. La fosforilación en 
tirosina de Sam68 en la diferenciación indica que puede estar 
mediando transducción de señales, como la del receptor de insulina. 
 
 
 2. - Sam68 tiene un efecto pro-diferenciador de la 
diferenciación potenciando la acción de los agentes estimuladores 
(insulina, dexametasona e IBMX). Este efecto es precoz, ya que la 
sobreexpresión de Sam68 antes de iniciar la diferenciación potencia 
la expresión de los factores reguladores de la adipogénesis, tanto 




 3. – Sam68 es necesario para el desarrollo de la diferenciación 
normal de los preadipocitos, ya que la inhibición de su expresión 
impide dicha diferenciación. 
 
 
 4. – La sobreexpresión de Sam68 durante la diferenciación del 
adipocito provoca una mayor capacidad adipogénica tanto 
morfológica como metabólicamente en las células 3T3-L1. 
 
 
 5. – La inhibición de Sam68 provoca una disminución en los 
niveles de PPAR-γ, CEBP-α, β y δ. 
 
 
 6. – La inhibición de Sam68 durante la diferenciación del 
adipocito provoca una menor capacidad adipogénica tanto 
morfológica como metabólicamente en las células 3T3-L1. 
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